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El trabajo de investigación desarrollado tiene como objetivo el estudio 
del contenido de esteroles en el aceite de oliva virgen extra y el análisis 
de la variabilidad de estos compuestos en base a factores varietales; 
factores industriales, como la molienda y batido; y su relación con 
aspectos nutricionales. 
 
Este estudio de investigación se ha abordado en diferentes etapas y 
metodologías analíticas. La variabilidad de esteroles se ha determinado 
mediante varios estudios. Se ha evaluado el contenido de la fracción 
esterólica en 43 aceites procedentes de las variedades del Banco 
Mundial de Germoplasma de Córdoba. 
 
Los resultados demuestran que existe variabilidad en cuanto al 
contenido de estos compuestos en los aceites de oliva vírgenes extra 
estudiados y que ello es dependiente de la variedad de aceituna. En el 
72% de los aceites analizados, el contenido total e individual de 
esteroles se encuentra dentro de los límites establecidos por el 
Reglamento de la Unión Europea. Por el contrario, un 28% de los 
aceites estudiado presentan valores inferiores a los establecidos en el 
Reglamento. 
 
Del total de aceites estudiados, hemos detectado que el 43% de ellos 
presentan esteroles minoritarios (Brasicasterol, 24–Metilencolesterol y 
Sitostanol) cuyo contenido se encuentran a niveles de traza o, incluso, 
ausentes. 
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En el estudio realizado para ver el efecto que produce la variación del 
grado de molienda y las condiciones de batido sobre los contenidos de 
esteroles en el aceite de oliva virgen, hemos demostrado que, las 
condiciones de preparación de la pasta influyen de manera significativa 
en el contenido final de esteroles presentes en el aceite de oliva virgen 
obtenido. 
 
Hemos determinado que, las condiciones de molienda: tipo de molino, 
velocidad de giro de los martillos y diámetro de criba, son factores 
importantes que condicionan, de forma significativa, el contenido total 
de estos compuestos en los aceites obtenidos, de tal forma que, 
obtenemos los mayores contenidos de la fracción esterólica en las 
condiciones de molienda menos agresivas. Se obtienen mayores 
contenidos de estos compuestos con diámetro de criba más elevado y 
velocidades de giro de los martillos bajas en el caso de la Criba 
Perforada y para la Criba Listello con velocidades de martillos media-
alta. 
 
En cuanto a las condiciones del batido (temperatura y tiempo), hemos 
determinado que, el contenido de esteroles en el aceite de oliva virgen 
aumenta cuando la pasta de aceituna se bate a bajas temperaturas 
(20ºC), mientras que, los tiempos de batidos altos reducen dicho 
contenido. 
 
Hemos estudiado también la capacidad antioxidante de estos 
compuestos utilizando distintos métodos analíticos; ABTS, DPPH, 
ORAC, blanqueamiento del beta-caroteno, estabilidad oxidativa de los 
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aceites y, la actividad quelante del Cu+ y, los resultados nos muestran 
una moderada capacidad antioxidante de estos compuestos. En alguno 
de estos análisis (ORAC) hemos detectado una cierta actividad pro-
oxidante de los esteroles. En la evaluación del β-Sitosterol y 
Campesterol, no se detecta ninguna actividad antioxidante. 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación, podrían 
tener interés práctico pues, podrían ser importantes para ser tenidos en 
consideración en las próximas revisiones del Reglamento relativas a la 









































The research work developed has as objective the study of the content 
of sterols in the extra virgin olive oil, and the analysis of the variability of 
these compounds on the basis of factors varietals; industrial factors, 
such as milling and melaxing process and; its relationship with 
nutritional aspects. 
 
This study has been addressed in different stages and analytical 
methodologies. The variability of sterols has been determined through 
several studies. We evaluated the content of the sterol fraction in oils 
from 43 varieties from the World Bank of Germoplasm of Cordoba. 
 
The result show that there is variability in regard to the content of these 
compounds in the extra virgin olive oils studied and that this is 
dependent on the variety of olive. In the 72% of the oils tested, the total 
and individual content of sterols are found within the limits established 
by the Regulation of the European Union. On the contrary, 28% of the 
oils studied presented values lower than those set out in the 
Regulations. 
 
Of the total oils studied, we have found that in 43% of them have a 
content of different sterols minority (brassicasterol, 24-methylene 
cholesterol and, sitostanol) that are to trace levels, or even absent. 
 
In the study to see the effect of the variation in the degree of milling and 
the conditions of melaxing process on the content of sterols in virgin 
olive oil, we demonstrated that the conditions for the preparation of the 
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paste have a significant impact on the final content of sterols present in 
obtained virgin olive oil. 
 
We have determined that the conditions of grinding: type of mill, speed 
of rotation of the hammers and sieve diameter, are important factors 
that mediate, significantly, the total content of these compounds in the 
oils obtained, in such a way that we get the highest contents of the 
sterol fraction in the milling conditions less aggressive. Results have 
demonstrated in increased content of these compounds with sieve 
diameter and higher rotational speeds of the hammers low in the case 
of the perforated sieve and sieve for the Listello with speeds of 
hammers medium-high. 
 
In the terms and conditions of melaxing process (temperature and time), 
we have determined that the content of sterols in virgin olive oil 
increases when the olive paste is bat at low temperatures (20 °C), while 
the high times of smoothies, reduce the content. 
 
We have also studied the antioxidant capacity of these compounds 
using different analytical methods; ABTS, DPPH, ORAC, bleaching of 
the beta-carotene, oxidative stability of oils and the activity of the Cu 
chelator and, the results show us a moderate antioxidant capacity of 
these compounds. In any of these analyzes (ORAC) we have detected 
a certain pro-oxidant activity of the sterols. In the evaluation of β-




The results obtained in this research could have practical interest could 
therefore be important to be taken into consideration in the future 














































INTRODUCIÓN Y OBJETIVOS 
xl 
El aceite de oliva es uno de los componentes fundamentales de la dieta 
Mediterránea. En las últimas décadas el uso del aceite de oliva se ha 
incrementado incluso en los países para los que el uso de aceite de 
oliva no es habitual (Mili, 2006). Este interés se atribuye a las 
propiedades bioactivas que ha demostrado (Kiritsakis, 1998) y que a su 
vez están relacionadas con la composición química del aceite. 
 
El aceite de oliva presenta en su composición la fracción mayoritaria 
(ácidos grasos), y componentes minoritarios como antioxidantes 
naturales y los esteroles (Cercaci et a., 2007). Los esteroles son unos 
de los compuestos mayoritarios de la fracción insaponificable; en aceite 
de oliva se conocen alrededor de 15 esteroles entre los que β–
Sitosterol, ∆5–Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol son los 
mayoritarios, mientras que Colesterol, 24–Metilencolesterol, 
Brasicasterol, Campestanol, ∆7–Campesterol, ∆5,23– Estigmastadienol, 
Clerosterol, Sitostanol, ∆5,24–Estigmastadienol, ∆7–Estigmastanol y ∆7–
Avenasterol, se encuentran en niveles más bajos o incluso en forma de 
trazas. 
 
El contenido de los esteroles en el aceite de oliva varía en función de 
las condiciones agronómicas, las condiciones climáticas y factores 
tecnológicos (Guillaume et al., 2012).  
 
En los últimos años estos compuestos han presentado gran interés 
nutricional por sus propiedades fisiológicas. Diferentes estudios han 
mostrado los efectos de los esteroles en diferentes enfermedades 
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como hipocolesterolemia, cardiovasculares y cancerígenas (Ling y 
Jones, 1995). 
 
Sin embargo, los trabajos sobre esta la fracción del aceite de oliva son 
escasos, y no describen la variabilidad en contenido y composición, ni 




Los objetivos principales de esta Tesis Doctoral son: 
 
1. Evaluación de la variabilidad de los esteroles en el aceite de 
oliva virgen. 
2. Análisis la capacidad antioxidante de los esteroles más 
abundantes en el aceite de oliva virgen. 
 
Con esta finalidad se plantearon los siguientes objetivos específicos: 
 
1.1. Estudiar el efecto de la variedad en el contenido y 
composición de esteroles en los aceites de 43 variedades. 
1.2. Evaluar la influencia de las condiciones de molienda 
(molino, criba y velocidad) en la composición y contenido 
total de la fracción esterólica en los aceites de la variedad 
‘Picual’. 
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1.3. Analizar la influencia de batido de la pasta (tiempo, 
temperatura), en la fracción esterólica en los aceites 
procedentes de las variedades ‘Picual’. 
1.4. Caracterizar la actividad antioxidante “in vitro” de los 









































































VII. 1. Historia y Aspectos generales sobre los esteroles 
 
Los primeros estudios sobre los esteroles se remontan al año 1733 por 
Vallisneri, encontrándose en formas cristalinas como soluciones 
alcohólicas de piedras de la vesícula. Años más tarde (1769), Poulletier 
de la Salle descubrió las mismas formas cristalinas cuando examino los 
lípidos de las piedras en la vesícula, las cuales fueron solubles en 
alcohol (revisión según Ellis, 1918). Curiosamente estos lípidos que 
formaban los cristales no se alteraban por la saponificación, tal y como 
le ocurría a las bebidas alcohólicas y compuestos biológicos (Chevreul, 
1815). Cuatro décadas después, el compuesto conocido como 
“colesterina” se encontró en forma de ester y lo denominaron como 
alcohol (Berthelot, 1859); de forma que el nombre común de este 
compuesto es, hoy en día, "colesterol". Años más tarde se descubrió la 
presencia de colesterol en diversos tejidos humanos y animales 
superiores (revisión según Bills, 1935). 
 
Por primera vez, Beneke en (1862), Ritthausen y Lindenmeyer en 
(1863) aislaron los esteroles presentes en las plantas pensando que se 
trababa de colesterol, no obstante, en el año 1878 se descubrió que se 
trataba de "fitosterol". En años posteriores, se halló que los fitoesteroles 
no son compuestos derivados del colesterol, sino una mezcla de 
esteroles vegetales. 
 
Hoy en día se conocen casi 250 tipos de esteroles (Akihisa et al., 1991) 
y se clasifican en diferentes grupos, que según la nomenclatura más 
utilizada son: 
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4-des-, 4-mono- y 4, 4’-dimetilesteroles. 
 
En este grupo se incluyen los esteroles comunes que están formados 
por grupos metilo en el anillo A del Carbono 4 (Figura VII 1.1); así la 
ausencia o la presencia del grupo metilo en Carbono 30 y 31 forman los 
denominados 4,4-dimetilesteroles (con dos grupos metilo), 4α-
metilesteroles (con un grupo metilo) y 4α-desmetilesteroles (sin grupo 
metilo) (Akihisa et al., 1991). 
 
Figura VII.1.1. Enumeración de los átomos de carbono en la molécula de un 
esterol (Moss, 1989). 
 
24 – des-, 24 – metil y 24 – etilesteroles 
 
Los grupos 24–des-, 24–metil y 24–etilesteroles están divididos en tres 
clases, caracterizados por la alquilación del Carbono 24 de su cadena, 
24–desmetilesteroles (sin grupo alquilo), 24–metilesteroles (con un 
grupo metilo) y 24–etilesterol (con un grupo etilo). 
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La mayoría de esteroles naturales poseen una cadena lateral de 8 a 10 
átomos de carbono y un enlace doble en el C 5. A parte los esteroles o 
fitoesteroles son esteroles derivados de plantas con estructuras 
similares y funciones análogas al colesterol (Moreau et al., 2002). 
Como se ha descrito, el colesterol es el esterol predominante en 
animales y desempeña importantes funciones en el organismo: es el 
precursor de la síntesis de diversas hormonas esteroideas, permite 
estabilizar las membranas celulares y, en forma de ésteres de 
colesterol (usualmente asociados con triacilglicéridos), participa en los 
procesos de transporte/almacenamiento de lípidos. 
 
Las membranas de las plantas contienen poco o nada de colesterol, 
pero presentan varios tipos de esteroles vegetales. En general, se cree 
que estas sustancias actúan como componentes estructurales de las 
membranas vegetales, a la vez que sirven de intermediarios para la 
biosíntesis de celulosa y numerosos productos vegetales secundarios, 
como los alcaloides, entre otros (Peng et al., 2002; Read y Bacic, 
2002). 
 
Los esteroles vegetales son miembros de la familia de los triterpenos, 
su estructura es similar a la del colesterol, pero incluye un grupo metilo 
o etilo en el C-24. Dentro del grupo de los esteroles encontramos dos 
categorías o subgrupos, los esteroles, con un doble enlace en posición 
5, y los estanoles que no cuentan con dicho doble enlace, es decir, con 
una reducción-5a (Ostlund, 2002) (Figuras VII 1.2 a y b). Los esteroles 
pueden ser convertidos a estanoles por hidrogenación química. Cabe 
destacar que dado que normalmente los estanoles son mucho menos 
abundantes que los esteroles, cuando se habla en términos generales 
de esteroles se suele hacer referencia a estos últimos. 
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Figura VII.1. 2 (a y b). Esquema de los esteroles principales en plantas 
(Ostlund et al., 2002). 
 
Se han descrito más de 250 tipos diferentes de esteroles, siendo el 
más abundante el Sitosterol o β-Sitosterol, seguido por el Campesterol 
y el Estigmasterol (Ostlund et al., 2002) (Figura VII 1.2a). Las dos 
categorías de esteroles se reflejan en los nombres de los compuestos. 
Así, el Sitosterol es estructuralmente idéntico al Sitostanol, excepto por 
el doble enlace en posición 5, y lo mismo ocurre con el Campesterol y 
el Campestanol (Figura VII 1.2b).  
 
En la naturaleza, además de en la forma libre, los esteroles pueden 
aparecer como compuestos “conjugados”, en los cuales el grupo 3b-OH 
del esterol está esterificado por ácidos grasos, ferrulato o ácido ferrúlico 
(potente antioxidante semejante a la vitamina E y C), o bien glicosilados 
(Figura VII 1.3). 
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Los ésteres con ácidos grasos están presentes en la mayoría de las 
plantas y constituyen cerca del 50% del total de esteroles en algunos 
alimentos, como el aceite de maíz (Kochhar, 1983). Por su parte, los 
ésteres de ferrulato también aparecen en cantidades apreciables en 
muchos alimentos (Ostlund et al., 2002), mientras que los esteroles 
glicosilados son unos componentes minoritarios en los alimentos, salvo 
algunas excepciones, como es el caso de las patatas en las que 
constituyen el 82% del total de los esteroles (Jonker et al., 1985). Al 
contrario que los esteroles o estanoles libres, que son cristalinos y muy 
poco liposolubles, las formas esterificadas se disuelven fácilmente en 
alimentos que contengan grasa (Clifton, 2002). 
 
Figura VII.1.3. Modificaciones del grupo 3β-hidroxilo de los esteroles vegetales 
(Oliver at al., 2005). 
 
La gran mayoría de esteroles conocidos son sólidos cristalinos 
incoloros, solubles en solventes orgánicos relativamente apolares 
(Cloroformo, Benceno, etc.), menos solubles en alcoholes de bajo peso 
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molecular, y que funden sin descomponerse (en forma libre o 
esterificada). Presentan además actividad óptica debido a los carbonos 
asimétricos que poseen. Los esteroles se pueden recristalizar en 
metanol caliente o en la mezcla metanol-tetrahidrofurano 10:1, 
formando cristales en forma de agujas brillantes incoloras. 
 
VII.2. La biosíntesis de los esteroles  
 
Los esteroles se derivan biogenéticamente del AcetilCoA (Ruta del 
Acetato) vía mevalonato y escualeno. Los esteroles vegetales tienen 
como precursor inmediato al cicloartenol, mientras que los animales 
tienen al lanosterol. De una forma análoga se originan también los 
triterpenoides (Bach y Benveniste, 1997; Benveniste, 2002; Benveniste 
2004; Schaller, 2004). 
 
El primer paso de la síntesis de los esteroles empieza con la acción de 
la enzima reductasa de 3–hidroxi–3 metilglutaril coenzima A que 
cataliza la transformación del 3–hidroxi–3 metilglutaril coenzima A, en 
ácido mevalonico, un precursor muy importante de isopreno. Con la 
ruta de isopreno, a través de la ciclación de oxidoescualeno, forman el 
cicloartenol el principal precursor de los esteroles (Figura VII 2.1). 
Durante la ruta de los isoprenoides se producen diferentes compuestos 
que son importantes en varios procesos como reguladores de 




Figura VII.2.1. Ruta isoprenoide de las plantas. Biosíntesis de los esteroles por 
la ruta del mevalonato (Verpoorte, 2000). 
 
La mayoría de los esteroles incluso el colesterol se sintetizan en tres 
rutas paralelas (Figura VII 2.2) a través del precursor de cicloartenol. 
En la biogénesis de los esteroles el precursor cicloartenol rompe la 
cadena en el carbono 2 a través de la metilación. La ruta de biosíntesis 
de los esteroles se realiza en dos reacciones con la ayuda de la enzima 
metiltransferasa SMT1 y SMT2.  
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Figura VII.2.2. Ruta de biosíntesis de los esteroles en la planta a través del 
precursor de cicloartenol (Arnqvist, 2007) 
 
VII. 3. Formación de los esteroles en el fruto del olivo 
 
A lo largo del proceso de maduración del fruto se registran importantes 
cambios en la composición de sus esteroles. En las primeras etapas de 
desarrollo del fruto (entre 12 y 18 semanas tras floración) se 
encuentran cantidades muy altas de escualeno, precursor de los 
esteroles (Siti et al., 2007). 
 
Durante el desarrollo del fruto el contenido en esteroles oscila 
aproximadamente entre 800 mg/100 mg, en las 26 semanas después 
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de la floración su contenido en el fruto alcanza niveles máximos y 
empieza a disminuir gradualmente al avanzar la maduración (Sakouhi 
et al., 2009). 
 
La disminución del contenido de los esteroles en el fruto en las últimas 
semanas de la maduración podría ser explicada porque la biosíntesis 
de los esteroles deja de funcionar, reduciendo de esta manera su 
contenido final. En realidad, durante este periodo, los fitoesteroles 
sintetizados ayudan a la formación de otros esteroles (Venkatramesh et 
al., 2003). 
 
El β–Sitosterol es el esterol predominante, su contenido en el fruto 
alcanza el 95 % aproximadamente en las primeras etapas de 
maduración, disminuyendo después. Al contrario, el ∆5–Avenasterol, 
otro esterol mayoritario en el aceite, presenta un contenido muy bajo al 
principio de la maduración del fruto alcanzando niveles más altos al 
final de la misma (Koutsaftakis et al., 2000). 
 
Durante la maduración del fruto Campesterol, Estigmasterol y 
Clerosterol alcanzan sus niveles más altos a las 26 semanas tras la 
floración, sus contenidos oscilan en un rango de 40.12 - 29.59 - 10.79 
mg/100 mg de aceite, respectivamente (Sakouhi et al., 2009). Respecto 
a estos esteroles, se ha descrito la posibilidad de un precursor común 
(Sakouhi et al., 2009) (Figura VII 3.1). 
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Figura VII.3.1. Ruta de biosíntesis de los esteroles (Piironen et al., 2000). 
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Los ∆5 y ∆7–esteroles son un grupo muy importante de esteroles 
durante el desarrollo y crecimiento del fruto. Los ∆5–esteroles se 
encuentran, principalmente, en los tejidos de la aceituna y aumentan su 
contenido durante el desarrollo del fruto. Sin embargo, los ∆7– esteroles 
aumentan su contenido al final de la maduración (Sakouhi et al., 2009). 
Así, durante el proceso de maduración de la aceituna la biosíntesis de 
los ∆5 y ∆7– esteroles regulan el crecimiento y el desarrollo de nuevos 
tejidos del fruto. Los ∆5– esteroles se acumulan en la membrana 
plasmática, donde se cree que regulan su fluidez (Jiang y Wang, 2005). 
 
VII. 4. Esteroles en el aceite de oliva virgen  
 
Los esteroles son una importante fracción de constituyentes de carácter 
no glicerídico del aceite de oliva virgen. Se trata de moléculas 
liposolubles, complejas con cuatro anillos condensados que pueden 
estar en forma libre o esterificada con un ácido graso. Existen cuatro 
clases de esteroles: esteroles comunes (4α-desmetilesteroles), 4α-
metilesteroles, 4,4-dimetilesteroles (alcoholes triterpénicos y 
dialcoholes triterpénicos) y ácidos hidroxiterpénicos. Si bien la 
descripción se va a centrar en los dos primeros grupos. 
 
Desmetilesteroles. Los principales esteroles del aceite de oliva son el 
β–Sitosterol, Δ5–Avenasterol y Campesterol (Fedeli, 1977; Itoh et al., 
1981; CE, 1993). En cantidades menores aparecen el Estigmasterol, 
colesterol, 24–Metilencolesterol, Δ7–Campesterol, Δ5–23 
Estigmastadienol, Clerosterol, Sitostanol, Δ5–23 Estigmastadienol, Δ7–
Estigmastenol y Δ7–Avenasterol (Calapaj et al., 1993; CE, 1993). 
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El contenido total en esteroles para el aceite de oliva es 1 – 2 mg/g. La 
proporción de β–Sitosterol en la fracción esterólica del aceite de oliva 
es del 75 – 90 %, describiéndose un intervalo del 5 al 20 % para el Δ5– 
Avenasterol, 1 al 4 % para el Campesterol y del 0,5 al 2 % para el 
Estigmasterol (Amelotti y Morchio, 1977; Camera et al., 1978; Conte et 
al., 1993; Calapaj et al., 1993; CE, 1993). 
 
Como se ha señalado previamente, los esteroles se pueden presentar 
en forma libre o esterificada, alcanzando los esteril ésteres un 
porcentaje del 10–15 % de los esteroles totales (Boskou y 
Vlachopoilou, 1986; Grob et al., 1990). La composición de los esteroles 
libres y esterificados ha sido descrita por Mariani et al. (1992), los Δ5–
Esteroles diinsaturados aparecen en una proporción más elevada en su 
forma libre que en la esterificada, al contrario de lo que sucede con los 
esteroles Δ7–diinsaturados. 
 
4α-metilesteroles. Estos compuestos son intermediarios de la ruta de 
biosíntesis de los esteroles por lo que siempre se encuentran en 
pequeñas cantidades en el aceite de oliva. 
 
De entre los 4-monometilesteroles identificados destacan por 
concentración el obtusifoliol, gramisterol, cilcoeucalenol y citrostadienol 
(Itoh et al., 1973a; Itoh et al., 1973b; Boskou y Morton, 1975).El 
contenido total de 4α-metilesteroles en el aceite de oliva varía según 
los trabajos consultados, así Paganuzzi (1979) describió unos valores 
de 0,2 mg/g. mientras que Kornfeldt (1981) encuentra una 
concentración de 0,68 mg/g. En cualquier caso, debido a la complejidad 
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de la fracción de los 4α-metilesteroles existen gran cantidad de 
compuestos aún sin identificar. 
 
VII. 5. Influencia de los factores agronómicos en la composición de la 
fracción esterólica del aceite de oliva. 
 
Los esteroles al igual que otros componentes en el aceite de oliva, 
varían sus concentraciones según la influencia tanto de factores 
agronómicos (zona del cultivo, prácticas agronómicas, clima, variedad y 
maduración) como tecnológicos (operaciones preliminares, extracción 
del aceite y almacenamiento). 
 
Todos los factores agronómicos, incluyendo las condiciones climáticas 
que acompañan el desarrollo del cultivo del olivo, influyen de manera 
directa o indirecta en la composición del aceite. Muchos investigadores 
han estudiado la relación que existe entre el cultivo de olivo con el 
medio agronómico. El olivo está conectado con el área de origen y sus 
aspectos climáticos, y se ha demostrado con la variedad ‘Arbequina’, 
que es una variedad muy expandida en el Norte de España, que las 
características del aceite son muy diferentes de los cultivados en el Sur 
de España (Aparicio y Luna, 2002). El clima y el suelo son dos factores 
muy importantes en la concentración de los compuestos, tanto 
mayoritarios como en minoritarios del aceite. 
 
El clima tiene una relación estrecha con la maduración del fruto, que 
está relacionada con la formación de los precursores metabólicos en el 
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fruto. Sin embargo, el tipo de suelo y sus reservas en agua y en los 
minerales se relaciona con el desarrollo del fruto afectando también las 
concentraciones finales de los dichos compuestos. (Aparicio y Luna, 
2002). 
 
La diversidad y la interacción de estos factores influyen en la 
concentración final de los esteroles en el aceite. Se ha comprobado 
que durante la maduración de la aceituna el contenido en ∆5–
Avenasterol del aceite aumenta, sin embargo el contenido en β–
Sitosterol disminuye (De la Torre et al., 1985; Fiorino y Nizzi, 1991; 
Gutiérrez et al., 1999; Mariani et al., 1991; Koutsaftakis et al., 2000; 
Aparicio y Luna, 2002). La Figura VII. 5.1 muestra la concentración de 





Figura VII.5.1. Concentración de los esteroles principales y esteroles totales 




Otros factores agronómicos que afectan a la composición de los 
esteroles en el fruto y posteriormente, en el aceite es la zona del cultivo 
(agua, salinidad y altitud) y a su vez, condiciones climáticas (lluvia, 
temperatura y húmedad) (Casas et al., 2004). Diferentes autores 
(Mousa y Gerasopoulos, 1996; El Antari et al., 2000) han demostrado 
que en altitudes bajas los aceites presentan altos contenidos en 
esteroles. La Figura VII. 5.2 presenta las diferencias en las 
concentraciones de perfil de los esteroles a diferentes altitudes (Ferrero 
y Aparicio, 1991; Montedoro et al., 1995; Bianchi et al., 2001; Aparicio y 




Figura VII.5.2. Variación en las concentraciones de los esteroles principales y 
esteroles totales a diferentes altitudes (Ferrero y Aparicio, 1991). 
 
Se ha comprobado que el estrés hídrico afecta a la composición de los 
esteroles en el aceite. En los trabajos realizados por Stefanoudaki et al. 
(2001), demuestra que los olivos de secano han presentado un 
contenido más elevado en esteroles totales, β-Sitosterol y Campesterol. 
Estos resultados concuerdan con los trabajos realizados por Inglese et 
al. (1996). En la Figura VII. 5.3 se reflejan las concentraciones de los 
esteroles en aceites de secano y regadío. 




Figura VII.5.3. Concentraciones de los esteroles principales y esteroles totales 
en aceites de secano y regadío (Stefanoudaki et al., 2001). 
 
Otro factor agronómico que afecta el contenido de los esteroles del 
aceite de oliva es la salinidad del agua de regadío. En los trabajos 
realizados por El Agaimya et al. (1994), se ha observado que en 
salinidades más elevadas el contenido de esteroles del aceite 
disminuye. 
 
Diferentes autores (De la Duarte y Martins, 1976; Fiorino y Nizzi, 1991; 
Christopoulou et al., 1996; Aparicio y Luna, 2002; Lerma-García et al., 
2011) han descrito la influencia de la variedad en la composición de los 
esteroles en el aceite de oliva. Sin embargo, existen escasos trabajos 
que aporten un elevado número de variedades cultivadas en el mismo 
entorno. Sánchez et al. (2004) en trabajos realizados en siete 
variedades de olivo de Extremadura describió la diferencia de perfil de 





Figura VII.5.4. Concentración de los esteroles principales y totales de aceite de 
variedades de Extremadura (Sánchez et al., 2004). 
 
VII. 6. Influencia de los factores tecnológicos en la composición de la 
fracción esterólica del aceite de oliva. 
 
El proceso de la extracción del aceite de oliva empieza con la llegada 
del fruto a la almazara. La maduración del fruto, el transporte y el 
proceso tecnológico son factores fundamentales en la calidad del aceite 
de oliva. Para obtener un aceite en condiciones óptimas es importante 
seguir los pasos que se han mostrado con el esquema siguiente: 
 
 Operaciones preliminares  
 Recepción del fruto 
 Limpieza y Lavado 
 Pesado 
 Almacenamiento del fruto 
 La preparación de la pasta  
 Molienda  
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 Batido 
 La separación de los fases liquida – sólida 
 Prensas  
 La centrifugación de las fases. 
 Sistemas de dos fases 
 Sistemas de tres fases 
 La separación de la fase liquida 
 Decantación natural 
 Centrifugación  
 Almacenamiento de aceite. 
 
VII. 6.1.Operaciones preliminares 
 
El tiempo de almacenamiento es un factor muy importante, en tiempos 
prolongados de almacenamiento producen alteraciones espontaneas 
como la hidrólisis, la actividad enzimática o por la actividad de los 
micro-organismos (Camera et al., 1978), que afectan negativamente la 
calidad del aceite de oliva. Para evitar los factores negativos es 
aconsejable que el tiempo de almacenamiento sea el más corto posible 
y que las temperaturas en las tolvas sean bajas (García et al., 1996). 
 
Se ha comprobado que durante los almacenamientos prolongados del 
fruto, con el incremento de la acidez, se ha visto afectada la 
composición de los esteroles totales en particular el Estigmasterol 






Figura VII.6.1.1. Influencia del tiempo de almacenamiento del fruto en la acidez 
y el contenido de esteroles totales y Estigmasterol del aceite de oliva 
(Gutiérrez et al., 2000).  
 
VII. 6.2. La preparación de la pasta  
 
La molienda y el batido de la pasta son dos procesos básicos para la 
posterior extracción, ya que con ellas se pretende preparar la pasta de 
aceituna para facilitar su elaboración.  
 
 Molienda  
 
El primer paso necesario para obtener el aceite de oliva, cualquiera que 
sea el método de separación a utilizar, es la molturación de las 
aceitunas para destruir la estructura de los tejidos vegetales que la 
forman. 
 
Esta operación tiene por objetivo romper las células y hacer salir las 
pequeñas gotas de aceite. Las gotas de aceite están rodeadas de una 
membrana de propiedades anfóteras que tienden a mantener el aceite 
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en estado de emulsión, emulsión que es tanto más estable cuanto 
menor es el tamaño de las gotas. 
 
La molienda ocupa en el proceso de extracción de aceite un lugar de 
gran importancia, ya tiene una influencia directa sobre las restantes 
operaciones de elaboración y principalmente, sobre el rendimiento y la 
calidad del aceite. 
 
Los equipos empleados hoy en día para triturar las aceitunas son, 
básicamente, de dos tipos: molinos de muelas y triturador mecánico de 
martillos. Los molinos de muela es el sistema de molturación más 
antiguo, aunque, en realidad el sistema más empleado es el molino 
mecánico. 
 
La molienda del fruto juega un papel muy importante en la cantidad 
final de los compuestos mayoritarios y minoritarios en el aceite. Existen 
muy pocos estudios sobre la influencia de molturación en el contenido 
de los esteroles. Christopoulou et al. (1996) en su trabajo indica que 





El batido tiene como función principal favorecer la unión de las gotas de 
grasa, formando una capa de aceite continua que facilite la siguiente 
etapa de separación sólido–líquido. 
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El batido completa el efecto de cizallamiento de las partes 
insuficientemente tratadas en la molienda y reúne las gotas de aceite 
dispersas en la pasta molida. Este proceso debe llevarse a cabo de 
forma que permita el mayor contacto posible entre las gotas de aceite, 
sin provocar emulsiones que luego dificultan el proceso de extracción. 
 
En la operación del batido existen una serie de variables que pueden 
ser reguladas: tiempo de batido, temperatura y adición de 
coadyuvantes. El único coadyuvante tecnológico autorizado es el micro 
talco natural para él que se recomienden unas dosis entre 0.5 – 2% 
(Uceda et al., 2006).  
 
Koutsaftakis et al. (1999) propuso que para obtener un aceite de 
calidad es mejor utilizar temperaturas de batido por debajo de 30 ºC, 
obteniendo un ratio de Campesterol/Estigmasterol muy alto. Los 
esteroles que más se afectan por la aplicación de temperaturas de 
batido de 45 ºC son Estigmasterol y ∆5–Avenasterol, siendo los valores 
de Estigmasterol más altos, y el ∆5–Avenasterol ligeramente más bajos 
(Koutsaftakis et al., 1999). La Figura VII 6.2. muestra la influencia de la 
temperatura de batido en el contenido de dos esteroles.  
 




Figura VII.6.2.1. Influencia de diferentes temperaturas de batido en el 
contenido de Estigmasterol y ∆
5
–Avenasterol del aceite de oliva (Koutsaftakis 
et al., 1999). 
 
Los trabajos realizados por Guillaume et al. (2012) han demostrado que 
el tiempo de batido presenta una influencia significativa en el contenido 
de los esteroles en el aceite de oliva. Según este trabajo Estigmasterol 
y Δ7 – Estigmastenol aumentan su concentración en tiempos de batido 
largos (Figura VII 6.2.2). No obstante, no existen datos sobre la 
influencia de la adición de coadyuvantes en el contenido de los 








Figura VII.6.2.2. Influencia de diferentes tiempos de batido en el contenido de 
Estigmasterol y ∆
7
- Estigmastenol (Guillaume et al., 2012). 
 
VII. 6.3. Separación de la fase sólida– liquida 
 
Esta etapa constituye la parte fundamental del proceso de obtención 
del aceite y está basada en la separación de los líquidos contenidos en 
la pasta de aceitunas. Se puede realizar por diferentes sistemas: 
filtración selectiva, extracción por presión y extracción por 
centrifugación de pasta, en tres o dos fases (Civantos et al., 1992). 
 
La centrifugación de la pasta; Se puede considerar como el 
procedimiento moderno de realizar la separación sólido–líquido 
mediante la utilización de la fuerza centrífuga. Se lleva a cabo en 
equipos que funcionan en “fase dinámica”, es decir donde los sólidos 
se van desplazando a lo largo del eje de giro y se descargan 
continuamente. Este sistema actualmente es el más utilizado en la 
extracción de aceite de oliva en continuo.  
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Diferentes autores han mostrado que el contenido en esteroles del 
aceite está afectado por los sistemas de extracción. Si bien sus 
conclusiones son contradictorias en relación con el contenido de 
esteroles. 
 
Koutsaftakis et al. (1999) en sus estudios, observan que Campesterol, 
Estigmasterol, β–Sitosterol, ∆5–Avenasterol y ∆7–Avenasterol presentan 
valores más altos en sistemas de centrifugación respecto a las prensas. 
Sin embargo, Salvador et al. (2003), presentan contenidos más altos en 
Estigmasterol en sistemas de tres fases, mientras, que los contenidos 
en ∆5–Avenasterol, ∆5,24–Estigmastadienol y el β–Sitosterol estimado 




Figura VII.6.3.1. Influencia de diferentes tipos de extracción en el contenido de 
esteroles en el aceite de oliva Salvador et al. (2003). 
 
Ranalli y Angerosa, (1996), estudiaron como influyen los sistemas 
continuos de dos y tres fases en el ratio de Campesterol/Estigmasterol, 
observando que el sistema de tres fases produce aceites con valores 




VII. 6.4. Separación de la fase liquida 
 
Los aceites obtenidos por la separación de la fase sólida/liquida 
arrastran impurezas como agua o partes sólidas, que es necesario 
eliminar. 
 
Para la separación de las impurezas que se encuentran en el aceite se 
utilizan dos sistemas: la decantación natural y las centrifugas verticales, 
basadas ambas en las diferencias de la densidad. 
 
La decantación natural había quedado en el desuso por la falta de 
espacio y por el número considerable de depósitos necesario en la 
almazara pero también, al permanecer el aceite durante el largo tiempo 
en contacto con la fase acuosa, se producían fermentaciones o 
alteraciones que afectan la calidad del producto final. Por estas razones 
se pasó emplear más las centrifugas vertical ofreciendo un trabajo de 
forma continua y rápida. Sin embargo, de forma reciente se ha vuelto a 
utilizar esta tecnología aunque se desconoce cualquier efecto sobre la 
fracción esterólica del aceite. 
 
La centrifugación de la pasta de aceituna es la operación básica más 
compleja, y donde se han producido últimamente mayores cambios 
tecnológicos esta operación de separación se produce en el decantador 
centrífugo horizontal o decanter. 
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En la actualidad, el proceso de extracción del aceite de oliva virgen 
llevado a cabo en una almazara se realiza mediante el sistema 
continuo de centrifugación en dos o tres fases. Un decantador 
centrífugo consta de un recipiente cilíndrico, que en general se coloca 
horizontalmente, y que gira alrededor de un eje a gran velocidad. 
 
No existen trabajos que demuestren el efecto de la fase de la 
decantación o/y clarificación en el contenido de esteroles del aceite de 
oliva. 
 
VII. 6.5. Almacenamiento del aceite 
 
El almacén o bodega es el lugar donde el aceite va a permanecer hasta 
su comercialización. Las características que debe reunir una buena 
bodega son las siguientes: 
 
Las paredes y techos deben ser aislantes de las temperaturas y no 
aportar olores extraños, debe disponer de un sistema de calefacción 
que no desprenda olores y mantenga una temperatura uniforme, 
alrededor de 15–18 ºC, que permita una maduración de los aceites, sin 
favorecer la oxidación, de poca luminosidad y que fácilmente la 
limpieza. El material de construcción de los depósitos debe ser inerte, 
el más utilizado es el acero inoxidable. 
 
Los depósitos no deben tener en general un tamaño superior a 50 Tm. 
para poder realizar una diferenciación de calidades. Deben tener el 
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fondo cónico para realizar un buen sangrado, ya que los aceites pasan 
a la bodega con cierta humedad e impurezas, estas precipitan, 
fermentan y aportan a los aceites olores y sabores anómalos. 
 
VII.7. La calidad de aceite de Oliva. 
 
El aceite virgen de oliva es el zumo o jugo oleoso, extraído 
mecánicamente del fruto del olivo (Olea europaea L.), por procesos de 
molturación, batido y centrifugación, permitiendo conservar valiosos 
compuestos polifenólicos, que le otorgan un gran valor alimenticio, 
medicinal, cosmético, además de un agradable gusto y aroma (COI, 
1991). 
 
La calidad de un aceite de oliva se puede definir como el conjunto de 
propiedades o atributos propios del aceite, los cuales determinan el 
grado de calidad que tiene (Burón y García Teresa, 1979). 
 
Actualmente, ante la necesidad de abrir nuevos mercados para los 
productos y debido a la cada vez mayor presión por parte de los 
consumidores en su demanda de "productos de calidad", se impone la 
necesidad de obtener aceites de oliva vírgenes con dicha cualidad, bien 
evaluada y conservada hasta su consumo.  
 
La evaluación de la calidad de los aceites de oliva vírgenes se ha 
realizado, tradicionalmente, a través de índices analíticos más 
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relacionados con su grado de posible alteración que con sus cualidades 
positivas intrínsecas. Las limitaciones impuestas por la legislación 
vigente son de gran utilidad para facilitar su comercialización pero, en 
muchos casos, no tienen en cuenta sus especiales características, que 
lo hacen preferible para el consumo frente a otras grasas comestibles. 
 
Existen distintas concepciones de calidad según el uso del aceite de 
oliva, estableciendo en primer lugar que la calidad no es única y 
encontrándonos con diferentes ópticas, desde la reglamentada, que 
sería aquella que se define por las normas establecidas, pasando por la 
nutricional, comercial, sensorial, etc. 
 
Calidad reglamentada se define como la calidad establecida en el 
reglamento CE n. º 2568/91 modificado por el CE n. º 1989/03 de 6 de 
noviembre de 2003. En la Tabla VII 8.1, se establece los límites 
establecidos para el contenido de los esteroles en aceite de oliva. 
 
Se entiende por el aceite de oliva virgen el obtenido del fruto del olivo 
únicamente por procedimientos mecánicos u otros procedimientos 
físicos en condiciones, sobre todo térmicas, que no implique la 
alteración del aceite y no hayan sufrido tratamiento alguno distinto del 
lavado, decantación, el centrifugado y la filtración, con exclusión de los 
aceites obtenidos mediante disolventes o por procedimientos de 




Aceite de Oliva Virgen Extra: Debe considerarse el mejor de los aceites 
de oliva. Tiene características sensoriales que reproducen los olores y 
sabores del fruto del que proceden, la aceituna. Es el zumo de la 
aceituna recolectada en su mejor momento de madurez y procesada 
adecuadamente. 
 
Tiene todos los elementos de interés nutricional al no haber sido 
sometido a ningún proceso de refino. En función de una multitud de 
matices que presentan los aceites de oliva virgen extra y que dependen 
de distintos factores desde la variedad al medio del cultivo, pueden 
obtenerse tipos diferenciados adecuados al gusto de los consumidores. 
 
Aceite de oliva virgen. Es el aceite de oliva que puede presentar ligeras 
alteraciones, bien sea en sus índices analíticos o en sus características 
sensoriales, pero siempre en pequeña escala. Estas alteraciones, 
sobre todo sensoriales, pueden ser prácticamente imperceptibles, pero 
deprecian la calidad en relación al virgen extra. 
 
Aceite de oliva lampante. Es el peor de los aceites vírgenes. Presenta 
serias alteraciones en sus índices físicos – químicos o/y sensoriales. 
Este aceite no puede consumirse tal como se produce y 
necesariamente ha de someter a un proceso de refinado para rectificar 
sus defectos y hacerlo comestible, dando lugar al aceite de oliva 
refinado, que presenta unas características sensoriales prácticamente 
neutras, sin sabor ni olor y que sirve de base para la composición de 
otros aceites. 
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Aceite de oliva. Responde esta nueva denominación a la antigua aceite 
puro de oliva y es otro de los aceites que se encuentra envasados en el 
mercado, siendo el que tiene actualmente la mayor cuota de mercado. 
Se trata de un aceite integrado por Aceite de Oliva Refinado y Aceite de 
Oliva Virgen en proporciones variables según el tipo de aceite que se 
pretenda obtener. Fruto de la elaboración de aceite de oliva, en la 
almazara se obtiene un subproducto graso, el orujo. Este subproducto 
es aprovechado por la industria extractora para obtener, mediante 
disolventes orgánicos, el aceite de orujo de oliva cruda. 
 
También se puede encontrar aceite de orujo de oliva crudo obteniendo 
por procedimientos mecánicos. Este aceite posee unas características 
que no lo hacen apto para el consumo directo, por lo que se someten a 
un proceso de refino para obtener el aceite de orujo de oliva refinado. 
Mejorándolo con aceite de oliva virgen, da lugar a un nuevo aceite que 
está presente en el mercado y que se denomina aceite de orujo de 
oliva. 
 
En los últimos años, se aprecian cada vez más las características 
organolépticas, nutricionales y ocultas de los aceites de oliva y que 
exigen que las mismas se conserven hasta el momento de su 
consumo, está contribuyendo a la necesidad de buscar nuevos criterios 
para la definición y estudio de la "calidad de los aceites de oliva 
vírgenes". 
 
Entre los distintos componentes apreciables y/o característicos de 
estos aceites, se puede destacar a los siguientes: 
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 Presencia de componentes de significación sensorial que le 
comunican características organolépticas de inapreciable valor 
en ausencia de defectos. (Flath et al., 1973; Montedoro et al., 
1978; Barrio et al., 1983). 
 Elevados contenidos en vitaminas liposolubles, α-tocoferol y en 
β- caroteno, de gran importancia nutricional. Christakis et al. 
(1982). 
 Presencia de compuestos polares hidrosolubles, protectores de 
los aceites ante la autooxidación durante su periodo de 
conservación (Vazquez Roncero et al., 1975; Montedoro et al., 
1978; Graciani Constante y Vazques Roncero, 1981). 
 El perfil de esteroles, sus niveles no pueden superar a los 
establecidos por el Reglamento de la Comunidad Europea. 
(Sims, 1972). 
 Ente los parámetros que definen la calidad del aceite de oliva en 
diferentes categorías se encuentran el contenido y la 
composición de esteroles. La Tabla VII 7.1 demuestra los limites 
permitido para el perfil se de los esteroles más importante en 
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Tabla. VII 7.1 Composición de los esteroles en el aceite de oliva. Reglamento 
CE n. º 1989/03 
 
* Suma de ∆
5





,24 – Estigmastadienol, ** Campesterol 
 
La calidad culinaria está ligada con el uso del aceite tanto en crudo 
como en la fritura. La utilización del aceite en crudo está relacionada 
con los caracteres sensoriales. Para caracterizar organolépticamente 
un aceite de oliva virgen existe el método de Panel test (COI, 1987), 
que permite realizar objetivamente un perfil con los atributos del aceite. 




















































































VII. 8. La adulteración de aceite de Oliva 
 
El aceite de oliva es el único de su género por las características de 
composición, de su delicadeza en aroma, la estabilidad y los beneficios 
en la salud (Boskou, 1996). 
 
El alto precio en el mercado y los conocidos beneficios para la salud 
atribuidos al aceite de oliva (Visioli y Galli, 1998), hacen de este 
producto un objetivo de diferentes tipos de fraudes como las 
adulteraciones por mezcla con otros aceites de distinta procedencia. 
Esto es especialmente importante para el aceite de oliva virgen extra 
que en los mercados internacionales alcanza precios mucho más altos 
que cualquier otro tipo de aceite vegetal. 
 
Existen en la bibliografía diferentes pruebas físicas, químicas, 
cromatográficas y espectrofotométricas que permiten detectar 
pequeñas adiciones en el aceite de oliva virgen extra de aceite de oliva 
de baja calidad (Blanch et al., 1998; Ruiz del Castillo et al., 1998), 
aceite de avellana (Ruiz del Castillo et al., 1998) y aceites de semillas 
(Amr y Abu al Rub, 1993; Favier et al., 1998). 
 
Los análisis de perfil de los esteroles, en realidad permiten detectar la 
adulteración del aceite de oliva con otros aceites vegetales y sobre 
todo, con aceites que presentan alto contenido en ácido oleico. 
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El valor mínimo que está permitido por los organismos oficiales para el 
contenido de esteroles totales en los aceites de oliva virgen es de 1000 
mg/kg. Además, se emplean el porcentaje de β–Sitosterol y ∆7–
Estigmasterol, aceite de oliva presenta un porcentaje de β–Sitosterol 
superior al 90% y un porcentaje de ∆7–Estigmasterol que no supera el 
0.5%. La importancia en la detección de fraudes de aceite de oliva a 
través de perfil de los esteroles se observa en la Tabla VII. 8.1. 
 
Tabla VII.8.1. El perfil de los esteroles de algunos aceites vegetales y el aceite 
de oliva según los límites establecidos 
 






















Girasol (Alto en Ac.Oleico) 
Girasol desesterilizado 
(Alto en Ac. Oleico) 
Avellanas 
Almendras 


































VII. 9. Efectos bioactivos de los esteroles. 
 
VII. 9.1. Efectos de los esteroles sobre la disminución del colesterol en 
LDLs 
 
La inhibición de la absorción de colesterol produce una relativa 
deficiencia de colesterol, en respuesta a la cual se produce un 
incremento en la síntesis endógena que no llega a compensar el 
descenso de colesterol producido al inhibirse su absorción. Lo mismo 
ocurre con la síntesis del receptor de las LDL-s de la circulación, que 
también aumenta (Gylling y Miettinen, 1994; Plat y Mensink, 2002). 
Este hecho incrementa la eliminación de las LDL y también de las IDL 
de la circulación, y dado que éstas son las precursoras de las LDL, de 
esta manera desciende además su producción (Gylling et al., 1999), sin 
verse afectadas las concentraciones de triacilglicéridos ni de colesterol 
HDL (Hendriks et al., 1999). Tras la ingestión de esteroles vegetales 
disminuyen, por tanto, las concentraciones de colesterol LDL, pero 
también la de colesterol total debido a la menor absorción, y pese al 
incremento compensatorio en su síntesis (Ling y Jones, 1995a; Ling y 
Jones, 1995b; Gylling et al., 1997; Howell et al., 1998), incluso en 
individuos que ya ingieren bajas cantidades de colesterol en la dieta 
(Hallikainen y Uusitupa, 1999; Maki et al., 2001). Este efecto se 
observa tanto con esteroles vegetales libres como esterificados (Jones 
et al., 2000). 
 
Los primeros estudios con esteroles vegetales utilizaron preparaciones 
poco liposolubles añadidas a los alimentos, por los que efectos fueron 
muy limitados o incluso nulos en algunos casos (Ahrens et al., 1957; 
Lees et al., 1977; Denke, 1995). Otros estudios de los años 70 
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demostraron que la esterificación de esteroles vegetales con ácidos 
grasos de cadena larga aumenta su solubilidad en medio lipófilo lo que, 
en la práctica, posibilita su uso más efectivo en los alimentos ricos en 
grasa (Mattson et al., 1977; Mattson et al., 1982; Vanhanen et al., 
1993). En los años 80, las ventajas del uso de los ésteres de esteroles 
vegetales en el enriquecimiento de los alimentos eran ya reconocidos 
de modo general. Las margarinas y la mantequilla aparecieron como 
vehículos ideales debido a su naturaleza fuertemente lipofílica. La 
esterificación de esteroles vegetales con los ácidos grasos de cadena 
larga aumenta cerca de diez veces su liposolubilidad y permite el 
suministro de varios gramos diarios en alimentos grasos tales como lo 
que conocemos como margarinas. En la actualidad, los esteroles 
vegetales libres o combinaciones con ésteres de esteroles vegetales se 
aplican a otros alimentos de menor contenido graso. 
 
Al usar esteroles solubilizados de manera correcta, y dependiendo de 
la matriz en que se encuentren, las concentraciones de colesterol LDL 
descienden de manera coherente en los estudios clínicos. Por ejemplo, 
una ingesta diaria de esteroles de 2-2,5 g produce la menor tasa de 
absorción de colesterol (pese a una mayor tasa de síntesis endógena) 
y la expresión más elevada del receptor LDL, lo que da como resultado, 
en conjunto, un descenso del colesterol LDL de un 14% (Mensink y 
Plat, 1998), mientras que dosis mayores no se asocian a un efecto 
superior (Hallikainen et al., 2000). Es interesante destacar que el efecto 
reductor de las LDL es el mismo tanto si se ingiere una determinada 
cantidad de esteroles dos a tres veces al día como si se ingiere de una 
sola vez (Plat et al., 2000; Berger et al., 2004). 
 
Siguiendo con el metabolismo lipídico, el colesterol se excreta de 
nuestro organismo principalmente como colesterol no esterificado en la 
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bilis. Hasta el momento no hay datos concluyentes en cuanto al efecto 
de los esteroles sobre el metabolismo biliar, aunque algunos estudios 
sugieren que producen un incremento en la excreción de ácidos 
biliares, mientras que en otros no se halla ningún efecto (De Jong et al., 
2003). 
 
VII.9.2. Efectos de los esteroles vegetales sobre aterosclerosis  
 
Las concentraciones elevadas de colesterol LDL son un conocido factor 
de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis (Kiechl y Willeit, 1999), 
por lo que el descenso en ellos que produce la ingesta de esteroles 
podría asociarse a una disminución en el riesgo de padecer dicha 
enfermedad. En roedores sí que se ha observado un descenso en la 
formación de la placa aterosclerótica tras la ingestión de esteroles en la 
dieta (Moghadasian et al., 1997; Moghadasian, 1999). 
 
Respecto al posible uso de esteroles para prevenir la enfermedad 
cardiovascular resulta interesante la posibilidad de combinar la ingesta 
de esteroles con una terapia química con estatinas, ya que estaríamos 
combinando el efecto de ambos: los esteroles disminuyendo la 
absorción e incrementando la eliminación de colesterol y las estatinas 
reduciendo la biosíntesis de colesterol (Blair et al., 2000). 
 
Estudios in vitro sugieren que los esteroles podrían afectar a la 
formación de la placa aterosclerótica por otros mecanismos. Así, se ha 
observado un retraso en el crecimiento y la proliferación de las células 
musculares lisas (que es importante en los primeros estadios de 
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formación de la placa) en presencia de Sitosterol y Campesterol (Awad 
et al., 2001). 
 
VII.9.3. Otros efectos biológicos de los esteroles 
 
Además de las acciones sobre el metabolismo lipídico y lipoproteico, 
los esteroles afectan a otros procesos metabólicos. El efecto sobre la 
absorción de vitaminas antioxidantes es quizás el principal “problema” 
de la ingesta de esteroles. Sin embargo, la revisión de algunas 
publicaciones puede ayudar a remarcar que es posible esperar otros 
efectos biológicos importantes de estos compuestos. 
 
VII.9.3.1. Efectos sobre el cáncer 
 
En los últimos años existe un gran interés por el posible papel de los 
esteroles en el cáncer, ya que estudios epidemiológicos y 
experimentales sugieren que podrían ofrecer una protección frente a 
los tipos más comunes en las sociedades occidentales, como el de 
colon, mama y próstata (Nair et al., 1984; Kennedy, 1995; Awad y Fink, 
2000; De Jong et al., 2003; Berger et al., 2004). Este efecto protector 
se basaría en una serie de mecanismos que incluyen efectos sobre la 
estructura y función de la membrana en las células tumorales y del 
huésped, vías de transducción de señales que regulan el crecimiento 
del tumor y apoptosis, función inmunitaria del huésped, y metabolismo 
del colesterol en el huésped (Awad y Fink, 2000). Por ejemplo, en el 
caso del cáncer de colon se ha observado in vivo en roedores que los 
esteroles son capaces de reducir su incidencia si está inducido 
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químicamente (Raicht et al., 1980), e in vitro pueden inhibir el 
crecimiento de células cancerígenas humanas (Awad et al., 1996), así 
como de colonocitos transformados de roedores (Janezic y Rao, 1992; 
Awad et al., 1997). Pero también hay datos diferentes, como un estudio 
prospectivo de cohortes en humanos que no indicó relación alguna 
entre la ingesta de esteroles y el riesgo de padecer cáncer de colon 
(Normen et al., 2001; De Jong et al., 2003). Por otra parte, la 
hiperplasia prostática (que es benigna y no conduce a cáncer de 
próstata) se trata clínicamente en Europa con productos que contienen 
Sitosterol (Berges et al., 1995), ya que aunque no se observa ninguna 
reducción relevante en el volumen prostático, existen algunas 
evidencias experimentales que muestran una mejora sintomática (como 
un aumento en el flujo urinario y un menor volumen urinario residual) en 
pacientes tratados (Berges et al., 1995; Klippel et al., 1997). Estos 
resultados son destacables, ya que la cantidad de Sitosterol que se 
suministra como suplemento en estos estudios es muy baja (unos 60 
mg/día) respecto a la ingesta diaria normal de β–Sitosterol (unos 160 
mg) (De Jong et al., 2003). 
 
VII. 9.3.2. Efectos sobre las propiedades de membrana 
 
El hecho de que los esteroles sean incorporados a las membranas 
celulares (Child y Kuksis, 1982; Ratnayake et al., 2000) hace pensar 
que puedan afectar a sus propiedades. 
 
Aunque hay datos que no indican efecto del β–Sitosterol sobre la 
fluidez de la membrana de queratocitos humanos (Mora et al., 1999), 
se ha demostrado un efecto deletéreo en las membranas de los 
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glóbulos rojos de ratas hipertensas debido a un incremento en la 
incorporación de esteroles (Ratnayake et al., 2000). Este hecho se 
asoció a una menor esperanza de vida en estos animales, 
probablemente porque los esteroles reemplazaron al colesterol en las 
membranas de los eritrocitos, por lo que serían menos deformables 
(Ratnayake et al., 2000) y más frágiles (Bruckdorfer, et al., 1969). Es 
difícil predecir hasta qué punto los resultados de los esteroles vegetales 
sobre la deformación de los glóbulos rojos de rata puede extrapolarse a 
los humanos (De Jong et al., 2003). 
 
VII. 9.3.3. La actividad antioxidante de los esteroles 
 
Otro posible efecto de los esteroles en el organismo es su actividad 
antioxidante (Wang et al., 2002). Se ha comprobado que el extracto 
metanólico de aceite de soja, que muestra un fuerte efecto protector 
contra el daño del ADN en células endoteliales humanas, además de 
tocoferoles y ácidos grasos n-3 poliinsaturados (PUFA) contiene 
también fitoesteroles. Los resultados indican que la actividad 
antioxidante del aceite de soja puede ser, en parte, relacionada con el 
contenido de esteroles. Por otra parte, en condiciones in vitro, β–
Sitosterol ayudo a disminuir la oxidación lipídica de las membranas de 
las plaquetas en presencia de hierro (Van Rensburg et al., 2000; 
Farhoosh et al., 2011). 
 
Los autores sugieren que la ingesta de esteroles puede proteger a las 
partículas LDL de la oxidación. Así, con base en los resultados de los 
estudios in vitro y estudios en humanos, existe la posibilidad de que los 
esteroles puedan poseer propiedades antioxidantes. La protección 
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antioxidante podría beneficiar también a la aterosclerosis (Loscalzo, 
2003) y el cáncer (Quong et al., 2002). 
 
VII. 9.3.4. Efectos sobre el sistema inmunitario 
 
Los efectos de los esteroles sobre la función inmunitaria no se han 
estudiado con detalle, pero algunas evidencias en humanos sugieren 
que podrían tener un efecto positivo sobre la respuesta inflamatoria y 
sobre el estado inmunológico en general (Bouic et al., 1999), aunque 























































VIII.1. Capítulo I. Variabilidad intraespecifica de la 
composición y contenido total de la fracción de 














En este trabajo se ha estudiado el perfil de esteroles del aceite de oliva 
virgen de 43 variedades de olivo procedentes del Banco Mundial de 
Germoplasma de Olivo de Córdoba. Los esteroles mayoritarios 
presentes en el aceite de oliva son: β–Sitosterol, Δ5–Avenasterol, 
Campesterol y Estigmasterol, que muestran una gran variabilidad entre 
los aceites analizados. La mayoría de las variedades analizadas en este 
trabajo presentaron contenidos en esteroles totales de sus aceites 
comprendidos dentro de los límites establecidos por el Reglamento CEE, 
(1991). El contenido total de esteroles de los aceites de las variedades 
estudiadas osciló entre 855–2185 mg/kg. A la vista de los resultados se 
observa una gran variabilidad debido al componente genético, 
obteniéndose para algunos esteroles individuales contenidos fuera de los 
límites establecidos en la reglamentación vigente. 
 
La variabilidad observada para la fracción esterólica del aceite se estudió 
mediante análisis de componentes principales y de cluster. De los 
resultados se puede concluir que el perfil de los esteroles se puede 
considerar como una herramienta de gran utilidad para caracterizar y 










El aceite de oliva es uno de los aceites más antiguos entre los aceites 
vegetales, es el zumo del fruto de la aceituna, y presenta excelentes 
propiedades nutricionales, sensoriales y funcionales (Matos et al., 2007). 
 
Los efectos beneficiosos del aceite de oliva en la salud están 
relacionados con su composición en ácidos grasos y la presencia de 
componentes minoritarios tales como el escualeno, esteroles, y de 
antioxidantes naturales como polifenoles y tocoferoles (Owen et al., 
2000a; Owen et al., 2000b). 
 
El aceite de oliva está constituido fundamentalmente por triglicéridos, 
alrededor de un 98%, mientras que el 1–2% restante lo forman un 
conjunto de sustancias denominado componentes minoritarios. Una parte 
importante de esta fracción está constituida por los esteroles, que son 
derivados del escualeno. Su estructura es muy parecida al colesterol 
aunque cada esterol se caracteriza por tener un doble enlace en carbono 
5 (Rozner y Garti, 2006). Basado en su estructura química, los esteroles, 
se dividen en dos subgrupos: “esteroles” que se caracterizan en 
presentar un doble enlace en el carbono 5 y los “estanoles” o esteroles 
saturados, que se caracterizan por la falta de este doble enlace en su 
estructura (Katan et al., 2003).  
 
En los últimos años la fracción esterólica ha recibido una atención 
particular por sus propiedades bioactivas en la salud humana, como son 
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sus efectos antiinflamatorio (Bouic, 2002), antibacteriano (Gregg, 2001), 
anticancerígeno (Awad et al., 2000), así como, por su capacidad para 
reducir los niveles del colesterol en LDLs (Kritchevsky y Chen, 2005). 
 
Además, el perfil de esteroles es una herramienta importante en la 
detección de adulteraciones del aceite de oliva con otros tipos de grasas. 
Por esta razón, el Reglamento de Unión Europea ha establecido límites 
para el contenido de cada esterol presente en el aceite de oliva y el 
aceite de orujo (CEE, 2003). 
 
En el aceite de oliva los esteroles oscilan entre 800 y 2600 mg/kg, 
predominando el β–Sitosterol (75–90%), Δ5–Avenasterol (5–36%) y 
Campesterol (3%) (Boskou, 1996). El contenido de la fracción esterólica 
en el aceite de oliva está influenciado por diferentes factores: 
agronómicos, las condiciones climáticas (El Antari et al., 2002; 
Stefanoudaki et al., 2001; Aparicio et al., 1994), la variedad (Fiorini y 
Nizzi, 1991; Lerma-García et al., 2011), la maduración del fruto (De la 
Torre et al., 1985; Koutsaftakis et al., 2000), y tecnológicos como las 
condiciones de extracción del aceite y almacenamiento (Christopoulou et 
al., 1996; Ranalli y Angerosa 1996; Koutsaftakis et al., 1999). 
 
Sin embargo, no existen trabajos sobre variabilidad genética asociada a 
estos componentes del aceite de oliva. Por tanto, el objetivo de este 
trabajo es el estudio del contenido y composición en esteroles de los 
aceites de 43 variedades de olivo del Banco Mundial de Germoplasma de 
Olivo de Córdoba.  
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Material y Métodos  
 
a) Material vegetal y condiciones de cultivo 
 
Para la realización de este trabajo se han seleccionado 43 variedades de 
olivo (Olea europea L) cultivadas en la Colección del Banco de 
Germoplasma Mundial de Olivo de Córdoba. La Tabla VIII 1.1 presenta 
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Tabla VIII 1.1. Área de origen de las 43 variedades de olivo analizadas del 
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Los árboles cultivados en el IFAPA, Centro Alameda del Obispo de 
Córdoba, de 20 años de edad, están dispuestos a un marco de 
plantación de 7 × 7 m, sobre un suelo de tipo inceptisol de origen fluvial, 
desarrollado sobre terrazas del Guadalquivir. Su textura es franca y 
presenta una profundidad media entre 80 y 100 cm. En la Tabla VII 1.2 
se recoge la composición media de estos suelos. 
 
Tabla VIII 1.2. Composición del suelo del Banco de Germoplasma Mundial de 
Olivo de Córdoba 
Parámetro Valor 
Arena (USDA) % 
Limo (USDA) % 
Arcilla (USDA) % 
Clasificación 
pH en agua  
Materia Orgánica (%) 
Fósforo disp. (Olsen) (ppm) 












Todos los árboles elegidos reciben las mismas prácticas agronómicas: 
sistema del cultivo en no laboreo, y riego localizado de alta frecuencia, en 
régimen de riego deficitario. 
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b) Toma de muestras 
 
La toma de muestras de fruto se ha realizado a la altura del operador en 
las cuatro orientaciones del árbol y evitando los frutos del interior del 
mismo (Rodríguez de la Borbolla et al., 1955). De cada variedad, se han 
seleccionado dos árboles con el índice de cosecha entre 3 y 4. 
 
De cada árbol se han tomado 5 kg de aceituna coincidiendo con un 
índice de madurez mayoritario en el árbol de 3, basado en el cambio de 
color, por pigmentación, de la piel del fruto y del mesocarpio a lo largo del 
proceso de maduración (Uceda y Frías, 1985). 
 
Las muestras, una vez tomadas e identificadas en el campo, se llevaron 
al laboratorio para realizar la extracción del aceite. 
 
c) Extracción de aceite 
 
Esta operación fue realizada en un período de tiempo inferior a las 24 
horas después de la toma de muestras. Se empleó el analizador de 
rendimientos “Abencor” (Abencor series 100, MC2 Ingeniería y Sistemas, 
S.L, Sevilla, España) (Martínez et al., 1975). Consta de un molino con 
diámetro de criba de 5 mm, una termobatidora y una centrífuga vertical. 
 
Una vez molturado el fruto, se homogeneizó la pasta y se introdujo en 
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contenedores de acero inoxidable de 800 g de capacidad, sometiendo la 
pasta a un batido de 30 minutos a una temperatura de 28 ºC. Durante el 
proceso de batido no se adicionó agua, así como tampoco microtalco 
natural micronizado (MTN) como coadyuvante natural. 
 
Tras el batido de la masa, ésta se centrifugó a 3500 rpm durante un 
minuto, recogiéndose el mosto oleoso así separado en una probeta. Se 
dejó decantar para separar el aceite del resto de los componentes de la 
aceituna y, posteriormente se filtró con papel jarabe. Las muestras recién 
filtradas se llevaron a congelación a una temperatura de – 24 ºC hasta el 
momento de ser analizadas. 
 
d) Análisis de la fracción esterólica. 
 
La determinación cualitativa y cuantitativa de los esteroles en el aceite de 
oliva se ha realizado mediante el método de análisis oficial descrito en los 
anexos V y VI del Reglamento CEE/2568/91. 
 
Para la determinación de este método se pesan 5 gramos de aceite de 
oliva que se saponifican con una solución de potasa etanólica 2 N. La 
fracción insaponificable se extrae con éter dietílico por triplicado. Las 
fracciones se reúnen y se lavan con agua destilada hasta que está 
presente reacción neutra. 
 
Los restos de humedad, se eliminan con el sulfato sódico anhidro, 
evaporando el éter hasta sequedad, para completar el secado, la 
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muestra se deseca en estufa a 100 ºC durante 15 minutos. La fracción 
insaponificable, diluida a 5% en cloroformo, se separó mediante 
cromatografía de capa fina de placa de gel de sílice. La fracción 
esterólica se identificó con 2.7- diclorofluoresceina a la luz ultravioleta. 
Pre disolviéndose en cloroformo (10 mL). El residuo se lavó tres veces 
con éter dietílico (10 mL), recogiendo el filtrado en el mismo matraz 
cónico, que se evapora hasta la sequedad con rotavapor y posterior 
desecando en estufa a 105 ºC durante 10 minutos. El matraz se deja 
enfriar en el desecador y se pesa. 
 
A la fracción de esteroles, se agrega el reactivo de silanización (mezcla 
de piridina – hexametildisilazano – trimetilclorosilano, Panreac). 
 
La Separación y la cuantificación de la fracción de esteroles se llevó a 
cabo mediante cromatografía de gases en columna capilar, en un 
cromatógrafo equipado con un inyector Split/Splittles, detector de 
ionización de llama (FID) y con una columna TRB-5 de 30 m, diámetro 
interno de 0,32 mm y espesor de 0,25 mm de película. Las condiciones 
de separación cromatografica fueron: 
 
- temperatura de la columna 260 ºC 
- temperatura del inyector 280 ºC 
- temperatura del detector 290 ºC 
- volumen de muestra inyectada 0.5 μL. 
 
TESIS DOCTORAL                                                                                      ONEJDA KYÇYK 
58 
La cuantificación se llevó a cabo mediante la adición de un patrón interno 
(α-colestanol 0.2%). Los resultados se expresan como porcentajes 
relativos y miligramos α-colestanol por kg de aceite. 
 
d) Análisis estadístico Los resultados obtenidos en este trabajo se 
expresan como el valor medio ± desviación estándar SD. Se llevó a cabo 
el análisis de componentes principales y de cluster para la discriminación 
de las 43 variedades de aceite de oliva según su fracción esterólica 




Los esteroles son unos de los componentes más importantes del aceite 
de oliva virgen, están relacionados con la calidad del aceite, y se utilizan 
además para controlar la autenticidad del mismo. A la vista de los 
resultados presentados en la Tabla VIII 1.3 a, expresados como 
porcentaje, el β–Sitosterol, ∆5–Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol 
representan los esteroles mayoritarios del aceite de oliva.  
 
Sin embargo, Colesterol, Brasicasterol, 24–Metilencolesterol, 
Campestenol, Clerosterol, β–Sitostanol, ∆5,24–Estigmastadienol, ∆7–
Estigmastenol y ∆7–Avenasterol están presentes en cantidades más 
pequeñas (Tabla VIII 1.3 b). 
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Tabla VIII 1.3 a. Composición de la fracción esterólica de los aceites de las 43 variedades de olivo del Banco Mundial de 
Germoplasma de Olivo de Córdoba 
 





β – Sitosterol 
(%) 
∆5 – Avenasterol 
(%) 























‘Lechin de Granada’ 
‘Levantinka’ 
3.30 ± 0.15ª 
4.00 ± 0.05 
3.10 ± 0.00 
3.40 ± 0.05 
3.30 ± 0.00 
3.10 ± 0.00 
2.90 ± 0.05 
4.10 ± 0.05 
2.60 ± 0.10 
4.00 ± 0.45 
4.20 ± 0.05 
3.00 ± 0.10 
3.20 ± 0.05 
4.30 ± 0.00 
3.50 ± 0.70 
3.60 ± 0.00 
3.10 ± 0.15 
3.40 ± 0.20 
3.50 ± 0.15 
3.70 ± 0.05 
3.10 ± 0.05 
1.40 ± 0.30 
0.93 ± 0.07 
1.00 ± 0.10 
0.89 ± 0.11 
0.45 ± 0.01 
0.39 ± 0.03 
1.25 ± 0.05 
0.67 ± 0.02 
0.45 ± 0.01 
0.77 ± 0.13 
0.57 ± 0.02 
0.45 ± 0.05 
0.90 ± 0.05 
0.50 ± 0.20 
1.40 ± 0.20 
0.40 ± 0.10 
1.25 ± 0.05 
1.05 ± 0.05 
1.90 ± 0.25 
1.10 ± 0.05 
0.75 ± 0.05 
86.90 ± 1.90 
80.30 ± 1.20 
87.50 ± 1.20 
78.70 ± 0.30 
82.70 ± 0.15 
86.40 ± 0.70 
83.10 ± 0.50 
82.10 ± 1.30 
76.10 ± 2.05 
87.05 ± 0.05 
85.20 ± 0.75 
86.80 ± 0.25 
88.10 ± 1.20 
83.80 ± 0.05 
87.80 ± 1.55 
89.35 ± 0.55 
79.30 ± 0.30 
85.30 ± 0.45 
81.00 ± 2.60 
84.90 ± 0.55 
82.40 ± 2.90 
2.85 ± 0.25 
11.10 ± 1.05 
5.50 ± 1.10 
10.20 ± 1.65 
10.10 ± 0.20 
5.90 ± 0.35 
8.80 ± 1.05 
8.70 ± 1.50 
16.20 ± 2.15 
3.65 ± 0.55 
5.05 ± 1.15 
6.40 ± 0.25 
4.90 ± 1.00 
2.60 ± 0.00 
3.70 ± 0.80 
2.75 ± 0.05 
11.80 ± 1.45 
6.30 ± 0.85 
5.90 ± 0.50 
7.30 ± 0.55 
11.15 ± 1.75 
91 ± 2.26 
94 ± 0.08 
94 ± 013 
92 ± 1.90 
95 ± 0.04 
95 ± 0.04 
94 ± 0.18 
93 ± 0.19 
95 ± 0.00 
94 ± 0.31 
94 ± 0.09 
95 ± 0.51 
95 ± 0.11 
88 ± 0.14 
94 ± 1.20 
94 ± 0.98 
93 ± 1.18 
93 ± 0.42 
89 ± 4.23 
94 ± 0.14 
95 ± 1.13 
1346 ±473.7 
1430 ± 32.5 
1407 ± 77.7 
2000 ± 98.9 
1265 ± 45.2 
1922 ± 81.3 
1227 ± 161.9 
1423 ± 20.5 
1505 ± 147.7 
1266 ± 229.8 
1690 ± 209.3 
2089 ± 485.7 
1861 ± 370.5 
1662 ± 58.6 
1249 ± 287.0 
1857 ± 299.1 
848 ± 9.8 
1828 ± 64.3 
1155 ± 127.9 
1873 ± 71.4 




Tabla VIII 1.3 a. Composición de la fracción esterólica de los aceites de las 43 variedades de olivo del Banco Mundial de 
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β – Sitosterol 
(%) 
∆5 – Avenasterol 
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‘San Sun Tuzcamalik’ 
‘Sevillneca’ 
‘St. George Grey’ 
‘Ulliri i Kuq’ 
‘Zalmati’ 
‘Zarza’ 
2.70 ± 0.10 
3.10 ± 0.05  
2.80 ± 0.05 
3.20 ± 0.00 
3.10 ± 0.05 
2.90 ± 0.45 
5.10 ± 0.05 
3.00 ± 0.00 
2.80 ± 0.05 
3.10 ± 0.15 
2.50 ± 0.05 
3.10 ± 0.10 
2.80 ± 0.10 
2.40 ± 0.05 
4.30 ± 0.00 
2.60 ± 0.15 
3.10 ± 0.20 
3.60 ± 0.05 
2.80 ± 0.10 
3.50 ± 0.20 
3.30 ± 0.10 
2.60 ± 0.00 
1.20 ± 0.00 
0.27 ± 0.02 
1.00 ± 0.20 
1.80 ± 0.10 
1.50 ± 0.30 
0.95 ± 0.02 
1.70 ± 0.00 
1.25 ± 0.05 
0.98 ± 0.02 
1.40 ± 0.05 
0.65 ± 0.15 
0.86 ± 0.05 
1.10 ± 0.00 
0.90 ± 0.04 
0.15 ± 0.15 
0.59 ± 0.08 
1.55 ± 0.05 
0.48 ± 0.02 
0.54 ± 0.02 
0.60 ± 0.00 
0.44 ± 0.00 
0.96 ± 0.13 
88.50 ± 0.40 
84.80 ± 0.35 
75.40 ± 0.75 
81.70 ± 0.70 
78.00 ± 0.60 
85.70± 0.30 
83.10 ± 1.00 
89.30 ± 0.55 
88.40 ± 0.50 
74.20 ± 1.35 
83.60 ± 2.20 
88.70 ± 0.85 
74.70 ± 1.80 
85.30 ± 0.40 
81.90 ± 1.30 
86.30 ± 1.30 
81.60 ± 2.00 
84.20 ± 1.20 
88.10 ± 0.50 
88.40 ± 0.25 
83.30 ± 3.60 
86.00 ± 0.10 
4.80 ± 0.30 
8.20 ± 0.25 
16.40 ± 1.10 
8.50 ± 0.15 
10.00 ± 0.70 
6.20 ± 0.95 
6.20 ± 0.45 
3.90 ± 0.60 
5.30 ± 0.50 
15.40 ± 0.70 
7.40 ± 0.60 
4.70 ± 0.50 
18.50 ± 1.80 
7.40 ± 0.05 
7.60 ± 0.50 
6.20 ± 1.20 
7.80 ± 1.30 
7.70 ± 1.20 
5.20 ± 0.40 
5.20 ± 0.40 
9.05 ± 3.30 
6.80 ± 0.20 
95 ± 0.21 
95 ± 0.09 
94 ± 0.56 
91 ± 1.26 
90 ± 2.26 
94 ± 1.14 
91 ± 1.42. 
95 ± 0.0.4 
96 ± 0.04 
92 ± 2.22 
93 ± 2.47 
95 ± 0.36 
95 ± 0.00 
95 ± 0.09 
92 ± 0.91 
95 ± 0.04 
92 ± 0.96 
94 ± 0.04 
96 ± 0.03 
95 ±  0.07 
95 ± 0.02 
95 ± 0.08 
1355 ± 299.1 
1279 ± 236.1 
1442 ± 0.70 
1271 ± 356.3 
2128 ± 234.7 
1655 ± 106.7 
1519 ± 33.9 
1125 ± 60.8 
2000 ± 212.8 
20.99 ± 49.4 
1465 ± 598.9 
1271 ± 106.7 
2071 ± 118.0 
1734 ± 266.5 
1728 ± 216.3 
1444 ± 298.4 
2098 ± 94.7 
1270 ± 4.90 
2419 ± 228.4 
1817 ± 197.2 
1698 ± 26.8 
2378 ± 44.50 
 
 61 
Tabla VIII 1.3 b. Composición de la fracción esterólica de los aceites de las 43 variedades de olivo del Banco Mundial de 


















































‘Lechin de Granada’ 
‘Levantinka’ 
‘Manzanilla’ 
0.05 ± 0.05ª 
0.11 ± 0.02 
0.02 ± 0.01 
0.14 ± 0.03 
0.09 ± 0.01 
0.23 ± 0.03 
0.24 ± 0.11 
0.27 ± 0.01 
0.08 ± 0.00 
0.32 ± 0.17 
0.14 ± 0.05 
0.06 ± 0.03 
0.11 ± 0.04 
0.65 ± 0.35 
0.17 ± 0.03 
0.30 ± 0.10 
0.08 ± 0.01 
0.15 ± 0.05 
0.20 ± 0.00 
0.09 ± 0.02 
0.13 ± 0.06 
0.16 ± 0.06 
0.00 ± 0.00 
0.08 ± 0.03 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.03 ± 0.01 
0.02 ± 0.02 
0.03 ± 0.03 
0.06 ± 0.01 
0.05 ± 0.01 
0.07 ± 0.07 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.01 ± 0.01 
0.02 ± 0.00 
0.06 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.05 ± 0.05 
0.00 ± 0.00 
0.04 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.04 ± 0.03 
0.00 ± 0.00 
0.45 ± 0.07 
0.01 ± 0.01 
0.25 ± 0.11 
0.30 ± 0.01 
0.21 ± 0.04 
0.24 ± 0.01 
0.36 ± 0.02 
0.37 ± 0.01 
0.08 ± 0.02 
0.11 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.14 ± 0.01 
0.20 ± 0.00 
0.15 ± 0.02 
0.10 ± 0.10 
0.04 ± 0.04 
0.02 ± 0.02 
0.00 ± 0.00 
0.21 ± 0.01 
0.03 ± 0.01 
0.09 ± 0.03 
0.05 ± 0.05 
0.12 ± 0.01 
0.19 ± 0.01 
0.26 ± 0.00 
0.10 ± 0.01 
0.09 ± 0.01 
0.12 ± 0.01 
0.16 ± 0.02 
0.13 ± 0.01 
0.29 ± 0.02 
0.21 ± 0.01 
0.09 ± 0.01 
0.08 ± 0.01 
0.30 ± 0.30 
0.10 ± 0.02 
0.20 ± 0.10 
0.47 ± 0.01 
0.10 ± 0.10 
0.30 ± 0.10 
0.08 ± 0.00 
0.30 ± 0.00 
0.08 ± 0.30 
1.30 ± 0.10 
1.10 ± 0.00 
0.80 ± 0.10 
1.10 ± 0.10 
1.00 ± 0.00 
1.10 ± 0.00 
1.00 ± 0.05 
1.10 ± 0.05 
1.10 ± 0.00 
1.05 ± 0.05 
1.00 ± 0.00 
0.90 ± 0.00 
1.00 ± 0.00 
0.95 ± 0.15 
1.25 ± 0.05 
1.00 ± 0.10 
1.10 ± 0.30 
0.80 ± 0.20 
1.05 ± 0.05 
1.10 ± 0.05 
1.20 ± 0.04 
1.05 ± 0.05 
0.05 ± 0.05 
0.43 ± 0.08 
0.04 ± 0.04 
0.00 ± 0.00 
0.30 ± 0.04 
0.47 ± 0.14 
0.68 ± 0.31 
0.56 ± 0.03 
0.95 ±0.15 
2.00 ± 0.40 
1.04 ± 0.06 
0.06 ± 0.03 
0.57 ± 0.13 
0.00 ± 0.00 
0.32 ± 0.04 
0.10 ± 0.10 
0.06 ± 0.06 
0.00 ± 0.00 
0.01 ± 0.01 
0.22 ± 0.02 
0.00 ± 0.00 
0.20 ± 0.01 
0.20 ± 0.20 
0.71 ± 0.01 
0.36 ± 0.09 
1.60 ± 0.10 
0.80 ± 0.03 
1.46 ± 0.90 
0.81 ± 0.16 
0.79 ± 0.02 
0.70 ± 0.05 
0.43 ± 0.07 
1.23 ± 0.27 
1.00 ± 0.10 
0.45 ± 0.15 
0.60 ± 0.30 
0.56 ± 0.01 
0.50 ± 0.20 
0.61 ± 0.05 
1.00 ± 0.10 
0.75 ± 0.15 
0.59 ± 0.03 
0.30 ± 0.00 
0.56 ± 0.01 
0.10 ± 0.10 
0.19 ± 0.05 
0.24 ± 0.00 
0.59 ± 0.08 
0.21 ± 0.01 
0.21 ± 0.03 
0.21 ± 0.02 
0.29 ± 0.01 
0.27 ± 0.01 
0.25 ± 0.01 
0.40 ± 0.01 
0.25 ± 0.05 
0.19 ± 0.04 
0.25 ± 0.05 
0.40 ± 0.04 
0.40 ± 0.20 
0.15 ± 0.01 
0.20 ± 0.00 
0.40 ± 0.30 
0.16 ± 0.02 
0.20 ± 0.00 
0.17 ± 0.01 
0.20 ± 0.00 
0.30 ± 0.02 
0.35 ± 0.02 
0.96 ± 0.09 
0.24 ± 0.01 
0.37 ± 0.00 
0.35 ± 0.03 
0.67 ± 0.13 
0.77 ± 0.16 
0.40 ± 0.01 
0.54 ± 0.00 
0.45 ± 0.05 
0.45 ± 0.02 
0.30 ± 0.00 
0.30 ± 0.07 
0.30 ± 0.00 
0.42 ± 0.02 
0.30 ± 0.00 
0.25 ± 0.05 
0.29 ± 0.00 
0.30 ± 0.00 
0.36 ± 0.02 
a – Media ± SD 
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‘San Sun Tuzcamalik’ 
‘Sevillneca’ 
‘St. George Grey’ 
‘Ulliri i Kuq’ 
‘Zalmati’ 
‘Zarza' 
0.12 ± 0.01 
0.06 ± 0.03 
0.06 ± 0.06 
0.90 ± 0.50 
0.10 ± 0.01 
0.18 ± 0.11 
0.05 ± 0.01 
0.06 ± 0.01 
0.14 ± 0.02 
0.07 ± 0.60 
0.05 ± 0.01 
0.25 ± 0.05 
0.09 ± 0.00 
0.25 ± 0.05 
0.05 ± 0.01 
0.09 ± 0.07 
0.07 ± 0.01 
0.10 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.08 ± 0.00 
0.10 ± 0.05 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.02 ± 0.02 
0.07 ± 0.02 
0.00 ± 0.00 
0.03 ± 0.03 
0.01 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.05 ± 0.05 
0.05 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.02 ± 0.02 
0.02 ± 0.02 
0.06 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.05 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.04 ± 0.01 
0.01 ± 0.01 
0.08 ± 0.00 
0.06 ± 0.3 
0.19 ± 0.01 
0.15 ± 0.08 
0.15 ± 0.02 
0.14 ± 0.00 
0.09 ± 0.02 
0.12 ± 0.01 
0.19 ± 0.02 
0.02 ± 0.02 
0.12 ± 0.02 
0.02 ± 0.01 
0.15 ± 0.02 
0.01 ± 0.00 
0.07 ± 0.01 
0.15 ± 0.10 
0.16 ± 0.03 
010 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.17 ± 0.08 
0.09 ± 0.01 
0.10 ± 0.10 
0.30 ± 0.03 
0.07 ± 0.00 
0.30 ± 0.10 
0.09 ± 0.03 
0.18 ± 0.00 
0.06 ± 0.03 
0.07 ± 0.14 
0.42 ± 0.00 
0.15 ± 0.17 
0.06 ± 0.01 
0.15 ± 0.05 
0.11 ± 0.01 
0.08 ± 0.00 
0.11 ± 0.01 
0.22 ± 0.22 
0.12 ± 0.0 
0.08 ± 0.00 
0.20 ± 0.00 
0.09 ± 0.01 
0.09 ± 0.00 
1.04 ± 0.05 
1.30 ± 0.05 
0.70 ± 0.00 
1.55 ± 0.05 
1.05 ± 0.05 
1.10 ± 0.30 
1.05 ± 0.05 
1.05 ± 0.05 
1.40 ± 0.45 
1.05 ± 0.05 
1.04 ± 0.05 
0.90 ± 0.00 
1.10 ± 0.10 
1.20 ± 0.15 
0.90 ± 0.01 
1.40 ± 0.00 
1.10 ± 0.00 
1.00 ± 0.00 
0.90 ± 0.00 
1.10 ± 0.00 
1.05 ± 0.05 
0.49 ± 0.07 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.38 ± 0.07 
0.00 ± 0.00 
0. 20 ± 0.00 
0.21 ± 0.03 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.22 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.35 ± 0.01 
0.00 ± 0.00 
0.64 ± 0.05 
0.20 ± 0.19 
0.57 ± 0.01 
0.52 ± 0.09 
0.10 ± 0.00 
0.41 ± 0.01 
0.40 ± 0.01 
0.71 ± 0.03 
0.83 ± 0.00 
0.54 ± 0.04 
0.45 ± 0.35 
0.76 ± 0.13 
0.53 ± 0.14 
0.37 ± 0.03 
0.58 ± 0.05 
0.74 ± 0.03 
0.70 ± 0.20 
0.44 ± 0.03 
0.60 ± 0.00 
1.10 ± 0.50 
1.10 ± 0.00 
0.80 ± 0.04 
0.60 ± 0.17 
0.76 ± 0.02 
0.76 ± 0.03 
0.30 ± 0.20 
0.95 ± 0.24 
0.67 ± 0.02 
0.25 ± 0.01 
0.10 ± 0.00 
0.35 ± 0.05 
0.45 ± 0.35 
0.27 ± 0.01 
0.35 ± 0.05 
0.23 ± 0.01 
0.13 ± 0.01 
0.29 ± 0.06 
0.15 ± 0.05 
0.16 ± 0.01 
0.10 ± 0.00 
0.15 ± 0.01 
0.15 ± 0.05 
0.43 ± 0.08 
0.17 ± 0.02 
0.26 ± 0.02 
0.18 ± 0.01 
0.45 ± 0.35 
0.26 ± 0.04 
0.27 ± 0.03 
0.53 ± 0.01 
0.20 ± 0.10 
0.51 ± 0.01 
0.35 ± 0.05 
0.51 ± 0.01 
0.24 ± 0.03 
0.34 ± 0.02 
0.33 ± 0.08 
0.36 ± 0.08 
0.25 ± 0.05 
0.32 ± 0.01 
0.20 ± 0.00 
0.47 ± 0.04 
0.45 ± 0.05 
0.93 ± 0.02 
0.54 ± 0.09 
0.74 ± 0.08 
0.48 ± 0.01 
0.35 ± 0.05 
0.68 ± 0.07 
0.70 ± 0.01 
a – Media ± SD 
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El perfil de los esteroles (expresado en %) en el aceite de oliva se utiliza 
como una herramienta para la detección de la presencia de otros tipos de 
grasas en el aceite de oliva, y para ello, se han establecido los límites por 
cada esterol y su contenido total (Cert et al., 1997). La composición de los 
esteroles en el aceite de las 43 variedades se muestra en la Tabla VIII 1.3. 
Los valores medios, en general, se encuentran dentro de los límites 
establecidos por la CE con algunas excepciones. 
 
El β–Sitosterol, esterol mayoritario y unos de lo más estudiados por sus 
efectos beneficiosos en la salud (Hidalgo et al., 2009; Paniagua-Pérez et 
al., 2008; Vivancos y Moreno, 2005), muestra un contenido que varía entre 
74.20 y 89.35% para los aceites de las variedades ‘Palomar’ y ‘Kerkiras’, 
respectivamente. 
 
En cuanto al ∆5–Avenasterol, es el segundo esterol en importancia en el 
aceite de oliva, la variedad ‘Kalinjot’ presenta los niveles más bajos 
(2.60%), siendo los aceites de ‘Plementa Bjelica’ los que mostraron niveles 
más altos, alrededor de 18.50%. 
 
Campesterol y Estigmasterol son otros dos esteroles mayoritarios en el 
aceite de oliva, que se utilizan como parámetros de calidad y autenticidad 
de los aceites. La mayoría de los aceites analizados presentan niveles 
dentro de los límites establecidos, con alguna excepción para el 
Campesterol, que en algunas variedades presenta valores superiores al 
4%, valor establecido por el Reglamento CEE, (2003). Las variedades con 
alto contenido en este compuesto son ‘Morrut’ (5.1%), ‘Razzola, (4.3%), 
‘Kalinjot’ (4.3%), ‘Dolce Agogia’ (4.2%) y ‘Cipresino’ con 4.1%. Sin 
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embargo, el contenido en Estigmasterol de los aceites analizados no 
superó el 2.0% en ninguna de las variedades estudiadas. 
 
Las variedades analizadas presentaron unos valores muy bajos de 
colesterol en sus aceites, observándose en algunas de ellas la ausencia de 
este esterol. Habría que destacar como las variedades ‘Mixani’ y ‘Kalinjot’ 
alcanzaron unos valores de colesterol por encima de los límites 
establecidos por la Reglamentación de la Unión Europea (≤ 0.5%) (CEE, 
2003). 
 
El contenido en Brasicasterol de los aceites analizados en este trabajo 
oscila entre 0.01 y 0.08%. En algunos de las variedades como ‘Amigdalolia 
Nana’, ‘Arroniz’, ‘Beyaz Yagl’, Dolce Agogia’, ‘Frantoio’, ‘Kerkiras’, 
‘Khashabi’, ‘Lastovka’, ‘Levantinka’, ‘Megaritiki’, ‘Meski’, ‘Mision San 
Vicente’, ‘Morrut’, ‘Palomar’, ‘Plementa Bjelica’, ‘San Sun Tuzcamalik’, ‘St 
George Grey’ y ‘Ulliri i Kuq’ se observa la ausencia de este compuesto. 
 
24–Metilencolesterol, es otro esterol minoritario cuyo contenido en este 
trabajo ha oscilado entre 0.01 y 0.45 Habría que descartar como en 
algunas variedades como ‘Amygdalolia Nana’, ‘Arroniz’, ‘Ulliri i Kuq’, 
‘Lastovka’ y ‘Frantoio’ no se detectó su presencia en el aceite extraído. 
 
Campestanol, Sitostanol, ∆5,24–Estigmastadienol y ∆7–Estigmastenol son 
esteroles que pertenecen a la familia de los estanoles. En el aceite de oliva 
estos esteroles se encuentran en cantidades muy bajas o a nivel de trazas. 
La variedad ‘Palomar’ ha presentado un elevado contenido en 
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Campestanol, alrededor del 0.42%. El contenido en β–Sitostanol de los 
aceites estudiados varió entre 0.01 y 2.0% para las variedades ‘Crnica’ y 
‘Lastovka’, respectivamente. La variedad ‘Beyaz Yagl’ presentó los niveles 
más altos en ∆5, 24–Estigmastadienol y ∆7–Estigmastenol, tal y como se 
puede observar en la Tabla VII 1.3, siendo los aceites de la variedad 
‘Amygdalolia Nana’ los que presentaron los valores más bajos para estos 
esteroles. 
 
La variedade de este estudio que presento los niveles más elevados de 
Clerosterol (1.55%) fue ‘Samsun Tuzlamalik’, mientras que en los aceites 
de la variedad ‘Beyaz Yagl’ se obtuvieron los valores más altos de ∆7–
Avenasterol (0.96 %). 
 
El β–Sitosterol de forma individual no está recogido en la reglamentación 
como parámetro de calidad sino como β–Sitosterol estimado, que es un 
parámetro que incluye la suma de ∆5,23–Estigmastadienol, Clerosterol, β–
Sitosterol, β–Sitostanol, ∆5–Avenasterol y ∆5,24–Estigmastadienol. La 
mayoría de las variedades analizadas presentaron valores dentro de los 
límites establecidos por el Reglamento de la CEE (2003), con algunas 
excepciones como las variedades ‘Kalinjot’, ‘Lastovka’, ‘Mixani’, 
‘Amygdalolia Nana’, ‘Mision San Vicente’, ‘Morrut’, ‘San Sun Tuzcamalik’, 
‘Razzola’, ‘Palomar’ y ‘Beyaz Yagl’ cuyo contenido no superaron el 93.0% 
(valor límite establecido). 
 
En cuanto al contenido total de esteroles, todas las variedades han 
presentado valores por encima de 1000 mg/kg (valor límite CEE). Solo la 
variedad ‘Khashabi’ mostró un contenido por debajo de este límite 
TESIS DOCTORAL                                                                                      ONEJDA KYÇYK 
66 
oscilando en torno a 848 mg/kg (Tabla VIII 1.4). La variedad con un 
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Tabla VIII. 1.4. Contenido de esteroles totales de los aceites de 43 variedades de 
olivo cultivadas en el Banco Mundial de Germoplasma de Olivo de Córdoba. 
 
 





2419 ± 161ª 
2378 ± 31 
















2128 ± 166 
2099 ± 35 
2098 ± 67 
2089 ± 343 
2071 ± 83 
2000 ± 70 
2000 ± 150 
1922 ± 57 
‘Zarza’ 




‘St. George Greys’ 
‘Plementa Bjelica’ 
‘Racimal’ 
















1891 ± 83 
1873 ± 50 
1861 ± 262 
1857 ± 211 
1828 ± 45 
1817 ± 139 
1734 ± 188 
1728 ± 153 
1698 ± 19 
1690 ± 148 
1662 ± 41 





















1519 ± 24 
1505 ± 104 
1465 ± 423 
1444 ± 211 
1442 ± 0.50 
1430 ± 23 
1423 ± 14 
1407 ± 55 
1355 ± 211 




‘San Sun Tuzcamalik’ 
‘Crnica’ 
‘Blanqueta’ 
















1279 ± 167 
1271 ± 252 
1271 ± 75 
1270 ± 3.5 
1266 ± 162 
1265 ± 32 
1249 ± 203 
1227 ± 114 
1155 ± 90 
1125 ± 43 
848 ± 7.0 
a, Valor medio ± SD  
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El análisis de componentes principales de los resultados muestra que β–
Sitosterol y ∆5–Avenasterol explican el 93% de la varianza (PC 1), sin 
embargo, el Campesterol y Estigmasterol solo un 5% (PC 2). 
Posteriormente en el análisis de clúster se ha elegido una distancia 
Euclídea de 50, lo que ha permitido clasificar los aceites de las variedades 
analizadas en 5 grupos como se puede observar en la Figura VIII 1.1. 
 
 
Figura VIII 1.1 Análisis de Componentes principales (PC 1 y PC 2) de los esteroles 
del aceite de oliva virgen de 43 variedades de Banco de Germoplasma de 
Córdoba. 
 
Las categorías o grupos obtenidos del análisis Multivariante según el perfil 
de esteroles de los aceites son los siguientes: 
 
 
Amigdalolia Arbequina Arroniz Beyaz Yagl Blanqueta
Callosina Chetoi Cipresino Cornicabra Crnica
Dolce Agogia Frantoio Galega Vulgar Kalinjot Kelb-el Ter 145
Kerkiras Khashabi Kotruvsi Lastovka Lechin de Granada
Levantinka Manzanilla Megaritiki Meski Mision de San Vicente
Mixani Moraiolo Morrut Nevado Azul Pajarero
Palomar Pendolino Picholine Marrocaine Plementa Bjelica Racimal
Razzola Salonenque San Sun Tuzcamalik Sevillenca St. George Greys
Ulliri i Kuq Zalmati Zarza
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Grupo I: Muy Alto contenido en β–Sitosterol, muy bajo en ∆5–
Avenasterol. 
Grupo II:  Alto contenido en β–Sitosterol, bajo contenido en ∆5–
Avenasterol. 
Grupo III: Valor medio en β–Sitosterol y ∆5–Avenasterol y alto 
contenido en Campesterol y Estigmasterol. 
Grupo IV:  Bajo contenido en β–Sitosterol, alto contenido en ∆5–
Avenasterol. 





En general, los aceites de las variedades estudiadas presentan una gran 
variabilidad en la fracción esterólica que puede ser explicada por el 
componente genético ya que los otros factores, tanto agronómicos como 
tecnológicos, fueron constantes. Además, del análisis de componentes 
principales se pueden establecer cinco categorías de variedades en 
función de su contenido total de esteroles presentes en el aceite. 
 
Categoría I: Muy Alto………………………….> 2200 mg/kg 
Categoría II: Alto…….….……………….1999 – 2200 mg/kg 
Categoría III: Medio……………………..1650 – 1999 mg/kg 
Categoría IV: Bajo…….………………….1300 – 1650 mg/kg 
Categoría V: Muy Bajo………………..............< 1300 mg/kg 
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Hasta la fecha, los estudios llevados a cabo sobre los contenidos en 
esteroles en el aceite de oliva han puesto de manifiesto la influencia de la 
variedad en las mismas. Sin embargo, dichos estudios no aportan el 
elevado número de variedades y tampoco, en el entorno de un Banco de 
Germoplasma con las mismas condiciones de cultivo y medio agrologico.  
 
En cualquier caso, los niveles de contenido total obtenidos, se encontraron 
en el intervalo descrito previamente por Boskou (1996). En cuanto, a los 
esteroles individuales se observa que los aceites de las variedades 
‘Kalinjot’ y ‘Chetoui’ muestran unos contenidos en β–Sitosterol, similares a 
los descritos por Tedeschini et al. (2001) y Temime et al. (2008). Sin 
embargo, en el caso de las variedades ‘Frantoio’ y ‘Moraiolo’ los resultados 
obtenidos para el contenido en esteroles totales y el porcentaje de los 
mayoritarios difieren de los descritos por Caselli et al. (1993). 
 
Para los aceites de la variedad ‘Arbequina’, los contenidos en 
Campesterol, Campestanol, β–Sitosterol, Sitostanol, ∆5–Avenasterol y ∆7–
Estigmastadienol, mostraron valores similares a los descritos por Lerma – 
García et al. (2011). 
 
Las diferencias encontrados en algunas variedades podrían ser explicadas 
por el hecho de que el contenido en esteroles en el aceite de oliva está 
influenciado por otros factores además del genético, como las condiciones 
climáticas (Stefanoudaki et al., 2001), factores agronómicos (Aparicio y 
Luna, 2002) y medio del cultivo (Bianchi et al., 2001). 
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Los resultados de la composición esterólica de los aceites monovarietales 
estudiados, expresado en mg/kg, está recogida en la Tabla VIII 1.4 (a-b). 
Estos resultados aportan gran interés a nivel nutricional por los efectos 
beneficiosos que presentan los esteroles sobre la salud. Los esteroles 
mayoritarios, que su vez presentan interés nutricional, como β–Sitosterol y 
∆5–Avenasterol han presentado valores muy diferentes entre las 
variedades estudiadas; el contenido en β–Sitosterol varió entre 672 mg/kg 
para la variedad ‘Kashabi’ y 2035 mg/kg para los aceites de ‘Sevillenca’. Y 
en el caso del ∆5–Avenasterol valores se situaron en el rango de 11 a 318 
mg/kg, hasta 30 veces superiores. 
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‘Lechin de Granada’ 
‘Levantinka’ 
44.58 ± 13.0 ª 
57.90 ± 0.3 
43.61 ± 2.4 
68.96 ± 2.0 
41.74 ± 1.4 
59.59 ± 2.5 
36.15 ± 3.9 
59.08 ± 1.8 
39.03 ± 1.7 
50.56 ± 1.2 
71.89 ± 10.0 
62.34 ± 11.6 
60.35 ± 10.7 
71.48 ± 2.5 
45.13 ± 22.4 
66.87 ± 10.7 
26.70 ± 1.4 
62.07 ± 2.9 
40.88 ± 2.0 
69.37 ± 5.2 
42.59 ± 8.4 
17.83 ± 0.9 
13.31 ± 1.7 
14.01 ± 1.2 
17.72 ± 2.2 
5.74 ± 0.1 
7.48 ± 0.4 
15.40 ± 2.8 
9.54 ± 0.5 
6.76 ± 0.4 
9.54 ± 0.5 
9.75 ± 1.8 
9.23 ± 0.7 
16.61 ± 2.0 
8.39 ± 4.9 
17.89 ± 7.5 
7.21 ± 1.4 
10.60 ± 0.7 
19.22 ± 1.9 
22.30 ± 1.5 
21.52 ± 0.5 
10.06 ± 1.2 
1176 ± 448 
1148 ± 50.2 
1232 ± 91.2 
1574 ± 69.2 
1046 ± 34.6 
1660 ± 51.6 
1020 ± 143.5 
1168 ± 43.5 
1144 ± 68.5 
1102 ± 201.5 
1439 ± 160.5 
1814 ± 414.3 
1643 ± 357.8 
1394 ± 50.9 
1094 ± 224.8 
1661 ± 281.4 
672 ± 4.24 
1560 ± 43.1 
933 ± 61.5 
1592 ± 74.9 
1123 ± 302 
37.5 ± 8.7 
159.20 ± 17.6 
77.45 ± 18.5 
206.16 ± 56.8 
127.83 ± 8.1 
114.19 ± 4.6 
107.43 ± 3.8 
123.63 ± 28.4 
246.89 ± 69.7 
45.33 ± 1.4 
87.04 ± 38.0 
133.91 ± 23.9 
88.56 ± 8.1 
43.22 ± 1.5 
47.83 ± 24.7 
50.97 ± 6.9 
100.59 ± 18.5 
116.50 ± 26.0 
67.72 ± 0.6 
137.42 ± 9.3 
147.4± 0.1 
91 ± 2.26 
94 ± 0.08 
94 ± 013 
92 ± 1.90 
95 ± 0.04 
95 ± 0.04 
94 ± 0.18 
93 ± 0.19 
95 ± 0.00 
94 ± 0.31 
94 ± 0.09 
95 ± 0.51 
95 ± 0.11 
88 ± 0.14 
94 ± 1.20 
94 ± 0.98 
93 ± 1.18 
93 ± 0.42 
89 ± 4.23 
94 ± 0.14 
95 ± 1.13 
1346 ±473.7 
1430 ± 32.5 
1407 ± 77.7 
2000 ± 98.9 
1265 ± 45.2 
1922 ± 81.3 
1227 ± 161.9 
1423 ± 20.5 
1505 ± 147.7 
1266 ± 229.8 
1690 ± 209.3 
2089 ± 485.7 
1861 ± 370.5 
1662 ± 58.6 
1249 ± 287.0 
1857 ± 299.1 
848 ± 9.8 
1828 ± 64.3 
1155 ± 127.9 
1873 ± 71.4 
1355 ± 299 
a – Media ± SD 
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β – Sitosterol 
(mg/kg) 
∆5 – Avenasterol 
(mg/kg) 




















‘San Sun Tuzcamalik’ 
‘Sevillneca’ 
‘St. George Grey’ 
‘Ulliri i Kuq’ 
‘Zalmati’ 
‘Zarza’ 
34.36 ± 4.5 
45.43 ± 1.0  
36.34 ± 11.0 
68.09 ± 7.5 
52.18 ± 4.5 
44.91 ± 10.6 
58.13 ± 10.2 
60.01 ± 6.3 
57.74 ± 2.8 
46.79 ± 21.9 
32.46 ± 3.6 
64.13 ± 0.7 
48.75 ± 9.9 
42.26 ± 4.0 
62.09 ± 12.8 
55.69 ± 6.9 
39.39  ± 3.7 
88.23 ± 6.6 
51.02 ± 8.0 
59.46 ± 5.7 
78.52 ± 4.8 
49.17 ± 3.0 
15.34 ± 2.8 
3.96 ± 0.5 
13.21 ± 7.1 
38.47 ± 7.2 
24.60 ± 5.4 
14.4 ± 0.1 
19.12 ± 1.0 
25.08/ ± 4.0 
20.57 ± 1.0 
21.46 ± 9.7 
8.37 ± 3.3 
17.77 ± 0.4 
19.08 ± 2.9 
16.43 ± 0.9 
9.89 ± 0.0 
12.42 ± 1.9 
19.69 ± 0.8 
11.58 ± 04 
9.94 ± 1.7 
10.18 ± 0.1 
10.46 ± 0.1 
18.36 ± 4.7 
1132 ± 215.6 
1223 ± 7.77 
957 ± 255.9 
1739 ± 212.8 
1291 ± 69.2 
1302 ± 35.3 
934 ± 34.6 
1788 ± 205.7 
1855 ± 58.6 
1094 ± 472.3 
1065 ± 128.6 
1839 ± 130.1 
1300 ± 244.6 
1473 ± 174.6 
1185 ± 270.8 
1811 ± 120.9 
1036 ± 31.8 
2035 ± 151.3 
1602 ± 186.6 
1502 ± 29.6 
1982 ± 175.6 
1626 ± 103.9 
60.89 ± 5.9 
119.08 ± 5.1 
211.2 ± 78.2 
182.19 ± 24.5 
165.02 ± 5.7 
94.710 ± 18.2 
70.11 ± 3.3 
77.11 ± 8.6 
11.07 ± 12.2 
228.65 ± 106.7 
93.63 ± 2.8 
96.94 ± 9.0 
318.26 ± 4.0 
128.81 ± 17.3 
108.69 ± 12.4 
130.29 ± 31.1 
99.314 ± 23.7 
188.24 ± 58.6 
93.95 ± 0.0 
88.22 ± 8.2 
214.20 ± 108.6 
128.45 ± 2.6 
95 ± 0.21 
95 ± 0.09 
94 ± 0.56 
91 ± 1.26 
90 ± 2.26 
94 ± 1.14 
91 ± 1.42. 
95 ± 0.0.4 
96 ± 0.04 
92 ± 2.22 
93 ± 2.47 
95 ± 0.36 
95 ± 0.00 
95 ± 0.09 
92 ± 0.91 
95 ± 0.04 
92 ± 0.96 
94 ± 0.04 
96 ± 0.03 
95 ±  0.07 
95 ± 0.02 
95 ± 0.08 
1279 ± 236.1 
1442 ± 0.7 
1271 ± 356.3 
2128 ± 234.7 
1655 ± 106.7 
1519 ± 33.9 
1125 ± 60.8 
2000 ± 212.8 
20.99 ± 49.4 
1465 ± 598.9 
1271 ± 106.7 
2071 ± 118.0 
1734 ± 266.5 
1728 ± 216.3 
1444 ± 298.4 
2098 ± 94.7 
1270 ± 4.9 
2419 ± 228.4 
1817 ± 197.2 
1698 ± 26.8 
2378 ± 44.5 
1891 ± 118.0 
a – Media ± SD 
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‘Lechin de Granada’ 
‘Levantinka’ 
‘Manzanilla’ 
0.84 ± 1.1 
1.63 ± 0.4 
0.34 ± 0.0 
2.87 ± 0.8 
1.13 ± 0.1 
4.40 ± 0.6 
3.07 ± 2.2 
3.91 ± 0.1 
1.20 ± 0.1 
4.40 ± 3.8 
2.29 ± 0.9 
1.47 ± 1.3 
1.94 ± 0.6 
10.9 ± 8.6 
2.18 ± 1.0 
5.36 ± 1.7 
0.72 ± 0.0 
2.72 ± 1.1 
2.31 ± 0.2 
1.79 ± 0.7 
1.69 ± 0.8 
2.00 ± 0.7 
0.00 ± 0.0 
1.22 ± 0.7 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.44 ± 0.0 
0.39 ± 0.5 
0.33 ± 0.4 
0.92 ± 0.1 
0.74 ± 0.1 
1.00 ± 1.4 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.31 ± 0.4 
0.33 ± 0.0 
0.72 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.93 ± 1.3 
0.00 ± 0.0 
0.74 ± 0.2 
0.00 ± 0.0 
0.56 ± 0.6 
0.00 ± 0.0 
6.41 ± 1.2 
0.06 ± 0.0 
5.01 ± 3.0 
3.85 ± 0.2 
4.10 ± 1.0 
2.99 ± 0.1 
5.19 ± 0.4 
5.66 ± 0.8 
1.03 ± 0.2 
1.95 ± 0.3 
0.00 ± 0.0 
2.68 ± 0.4 
3.32 ± 0.1 
1.98 ± 0.8 
2.06 ± 2.9 
0.33 ± 0.4 
0.37 ± 0.5 
0.00 ± 0.0 
3.92 ± 0.1 
0.48 ± 0.2 
1.15 ± 0.4 
0.84 ± 1.1 
1.78 ± 0.0 
2.75 ± 0.4 
5.20 ± 0.2 
1.32 ± 0.2 
1.82 ± 0.2 
1.46 ± 0.0 
2.35 ± 0.5 
2.03 ± 0.3 
3.77 ± 1.1 
3.53 ± 0.2 
1.96 ± 0.3 
1.56 ± 0.1 
4.86 ± 6.8 
1.20 ± 0.0 
3.50 ± 2.0 
4.02 ± 0.1 
1.87 ± 2.6 
3.46 ± 0.3 
1.49 ± 0.0 
4.06 ± 0.8 
0.97 ± 0.3 
17.83 ± 8.0 
15.73 ± 0.3 
11.31 ± 2.6 
21.93 ± 1.7 
13.91 ± 0.4 
21.14 ± 0.8 
12.8 ± 0.8 
16.37 ± 1.2 
16.56 ± 1.6 
13.21 ± 1.5 
16.90 ± 2.0 
18.80 ± 4.3 
18.61 ± 3.7 
15.85 ± 4.0 
15.51 ± 2.7 
18.78 ± 5.6 
9.30 ± 3.4 
14.53 ± 4.6 
12.08 ± 0.5 
21.52 ± 0.5 
16.20 ± 2.9 
13.51 ± 3.3 
0.84  ± 1.1 
6.13 ± 1.4 
0.58 ± 0.8 
0.00 ± 0.0 
3.84 ± 0.6 
9.11 ± 4.1 
8.70 ± 6.4 
7.97 ± 0.7 
25.98 ±11.7 
7.97 ± 0.7 
17.48 ± 0.7 
1.47 ± 1.3 
10.26 ± 1.3 
0.00 ± 0.0 
3.96 ± 0.1 
1.64 ± 2.3 
0.54 ± 0.7 
0.00 ± 0.0 
0.06 ± 0.0 
4.11 ± 0.3 
0.00 ± 0.0 
2.64 ± 0.7 
2.02 ± 2.8 
10.15 ± 0.0 
5.08 ± 1.6 
32.07 ± 4.4 
10.13 ± 0.8 
28.60 ± 26.7 
10.12 ± 4.0 
11.24 ± 0.2 
10.59 ± 2.0 
5.33 ± 0.2 
20.38 ± 3.8 
21.23 ± 7.8 
7.98 ± 2.2 
9.85 ± 6.7 
6.97 ± 1.4 
9.71 ± 6.7 
5.21 ± 0.7 
18.33 ± 3.2 
8.80 ± 3.4 
11.03 ± 0.3 
4.06 ± 0.8 
7.20 ± 1.0 
1.01 ± 1.4 
2.70 ± 0.9 
3.37 ± 0.1 
11.74 ± 1.6 
2.71 ± 0.1 
4.05 ± 0.9 
2.66 ± 0.7 
4.19  ± 0.0 
4.14 ± 0.5 
3.25 ± 0.8 
6.83 ± 0.7 
5.39 ± 2.6 
3.43 ± 0.3 
4.13 ± 1.0 
5.07 ± 1.8 
7.00 ± 4.0 
1.27 ± 0.1 
3.65 ± 0.1 
4.35 ± 4.3 
2.98 ± 0.4 
2.71 ± 0.3 
2.22 ± 0.3 
2.69 ± 0.9 
4.28 ± 0.3 
4.91 ± 0.1 
19.13 ± 1.5 
3.09 ± 0.0 
7.11 ± 0.3 
4.39 ± 1.1 
9.58 ± 2.5 
11.76 ± 4.5 
5.15 ± 1.1 
9.12 ± 1.1 
9.57 ± 3.6 
8.40 ± 1.0 
4.98 ± 0.1 
3.65 ± 0.4 
5.57 ± 0.8 
3.56 ± 0.4 
5.48 ± 0.1 
2.84 ± 0.4 
5.43 ± 0.2 
4.06 ± 0.8 
4.62 ± 0.4 
a – Media ± SD 
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‘San Sun Tuzcamalik’ 
‘Sevillneca’ 
‘St. George Grey’ 
‘Ulliri i Kuq’ 
‘Zalmati’ 
‘Zarza' 
1.80 ± 0.1 
0.73 ± 0.3 
1.37 ± 1.9 
16.1 ± 13.8 
1.59 ± 0.1 
2.13 ± 1.9 
1.09 ± 0.0 
1.26 ± 0.3 
1.96 ± 0.4 
8.44 ± 10.0 
1.13 ± 0.0 
4.43 ± 1.8 
1.55 ± 0.1 
3.71 ± 1.7 
1.15 ± 0.2 
1.14 ± 1.2 
1.79 ± 0.3 
1.88 ± 0.1 
0 .00 ± 0.0 
1.90 ± 0.0 
1.84 ± 1.2 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.43 ± 0.6 
1.14 ± 0.5 
0.00 ± 0.0 
0.64 ± 0.9 
0.32 ± 0.4 
0.00 ± 0.0 
0.67 ± 0.9 
1.04 ± 0.3 
0.00 ± 0.0 
0.31 ± 0.4 
0.24 ± 0.3 
1.36 ± 0.2 
0.00 ± 0.0 
1.22 ± 0.4 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.94 ± 0.3 
0.28 ± 0.1 
1.15 ± 0.0 
0.73 ± 0.3 
4.14 ± 0.3 
1.96 ± 2.1 
2.27 ± 0.3 
1.57 ± 0.0 
1.80 ± 0.1 
2.15 ± 0.2 
2.69 ± 0.7 
0.26 ± 0.3 
2.46 ± 0.4 
0.44 ± 0.1 
2.62 ± 0.8 
1.44 ± 0.2 
1.46 ± 0.2 
1.84 ± 1.8 
4.04 ± 1.5 
1.81 ± 0.1 
0.00 ± 0.0 
4.13 ± 2.7 
1.69 ± 0.1 
1.44 ± 0.0 
3.56 ± 0.7 
1.43 ± 0.7 
5.04 ± 2.6 
1.35 ± 0.6 
2.01 ± 2.1 
1.18 ± 0.1 
1.46 ± 0.0 
5.48 ± 1.0 
2.02 ± 2.8 
1.23 ± 0.2 
2.50 ± 0.8 
1.88 ± 0.0 
1.84 ± 2.6 
2.30 ± 0.1 
2.85 ± 4.0 
303 ± 0.4 
1.45 ± 0.1 
3.39 ± 0.0 
2.25 ± 0.4 
1.70 ± 0.1 
15.07 ± 1.1 
17.28 ± 5.7 
14.89 ± 1.6 
25.69 ± 2.8 
15.96 ± 1.4 
12.50 ± 5.4 
21.08 ± 3.6 
22.05 ± 2.0 
19.34 ± 0.6 
13.31 ± 0.2 
21.60 ± 0.3 
15.61 ± 2.3 
18.85 ± 0.0 
17.7 ± 0.6 
20.46 ± 1.3 
17.78 ± 0.0 
26.61 ± 2.5 
18.1 ± 1.9 
15.28 ± 0.2 
26.16 ± 0.4 
19.90 ± 2.5 
7.06 ± 1.4 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
1.48 ± 2.1 
0.00 ± 0.0 
0.42 ± 0.1 
4.39 ± 0.7 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
4.65 ± 0.1 
0.00 ± 0.0 
6.03 ± 0.5 
0.00 ± 0.0 
13.49 ± 1.0 
2.61 ± 3.5 
13.92 ± 1.4 
9.32 ± 1.2 
1.69 ± 0.0 
9.87 ± 0.6 
7.57 ± 0.7 
10.31 ± 0.7 
10.16 ± 2.8 
11.67 ± 2.6 
7.18 ± 7.7 
11.58 ± 2.6 
6.02 ± 2.5 
7.44 ± 0.1 
12.15 ± 1.1 
10.71 ± 3.8 
9.05 ± 4.3 
9.08 ± 0.3 
10.40 ± 1.5 
21.02 ± 15.4 
15.88 ± 3.2 
18.01 ± 0.3 
7.68 ± 3.1 
18.55 ± 2.6 
13.85 ± 0.6 
5.13 ± 4.8 
22.63 ± 7.8 
12.65 ± 0.2 
3.67 ± 0.3 
1.27 ± 0.3 
7.36 ± 0.6 
7.71 ± 8.6 
4.09 ± 0.1 
3.91 ± 0.5 
4.70 ± 0.6 
2.83 ± 0.2 
3.99 ± 0.4 
1.94 ± 1.0 
3.41 ± 0.0 
1.73 ± 0.2 
2.67 ± 0.2 
2.06 ± 0.5 
9.07 ± 2.7 
2.22 ± 0.4 
6.37 ± 0.2 
3.25 ± 0.0 
7.57 ± 8.2 
6.19 ± 1.4 
5.17 ± 0.6 
7.64 ± 0.2 
2.29 ± 1.0 
10.86 ± 1.4 
5.75 ± 0.7 
7.82 ± 0.0 
2.77 ± 0.7 
6.86 ± 0.0 
7.00 ± 2.3 
4.98 ± 0.4 
3.15 ± 0.6 
6.63 ± 0.6 
3.46 ± 0.5 
8.18 ± 1.9 
6.39 ± 0.3 
19.48 ± 0.2 
6.92 ± 1.7 
18.03 ± 4.4 
8.79 ± 0.5 
5.95 ± 1.2 
16.26 ± 2.2 
13.33 ± 0.9 
a – Media ± SD 
TESIS DOCTORAL                                                                    ONEJDA KYÇYK 
76 
En cuanto a los límites legales establecidos para el aceite de oliva virgen, 
se observa que el 28% de los aceites de las variedades estudiadas se 
encuentran fuera de los límites descritos por el Reglamento de la Unión 
Europea para el contenido total y/o contenido individual de diferentes 
esteroles para la categoría “virgen extra”. En este aspecto los resultados 
presentados en este trabajo se podrían considerar de gran interés para 
su consideración próximas revisiones de este Reglamento. 
 
Además, para el 43% de las variedades estudiadas se observaron como 
la ausencia o contenido a niveles de traza (difíciles de cuantificar) de 
Brasicasterol, 24–Metilencolesterol y Sitostanol, podría ser utilizados 
como una herramienta de gran interés para establecer la autenticidad y 
permitir la discriminación de los aceites monovarietales en 




A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir: 
 La composición de los esteroles del aceite de oliva presenta una 
gran variabilidad genética. Este efecto se puede observar tanto en 
el contenido total como en esteroles individuales. 
 El perfil de los esteroles se puede utilizar como una herramienta 
de alto valor para discriminar y clasificar las variedades de aceite 
de oliva. Además, se podría utilizar el perfil de los esteroles como 
un instrumento para proteger la autenticidad los aceites de oliva 
monovarietales. 
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 La información obtenida en este trabajo sobre el contenido de la 
fracción esterólica presente en los aceites de oliva, podría ser útil 
para los estudios nutricionales. 
 En los resultados de este estudio se observó que algunas de las 
variedades obtuvieren contenidos en algunos de los esteroles que 
no están dentro de los límites establecidos. A pesar de los 
resultados, estas variedades se podrían considerar como aceites 
de oliva virgen extra porque estos contenidos podrían ser 
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VIII.2. Capítulo II. Influencia de las condiciones de 
molienda del fruto en el contenido de esteroles del 















En este trabajo se ha estudiado, a nivel de almazara, el efecto sobre la 
fracción esterólica del aceite de oliva virgen del grado de molienda y la 
velocidad de giro de los martillos en dos tipos de molino: Listello y Criba 
Perforada, empleando frutos de la variedad ‘Picual’. Además, se ha 
llevado a cabo la comparación entre ambos molinos para un grado de 
molienda equivalente.  
 
A la vista de los resultados obtenidos, se observa un efecto significativo 
de estas variables en el contenido en esteroles del aceite de oliva. El 
molino Listello dio lugar a aceites con contenidos más elevados en 
esteroles cuando se empleó el mayor grado de molienda y la velocidad 
de giro mas elevada. Los contenidos en Campesterol, Estigmasterol, 
Clerosterol, β–Sitosterol, ∆5–Avenasterol, ∆5,24–Estigmastadienol, ∆7–
Estigmastanol, ∆7–Avenasterol Esteroles Totales, Eritrodiol y Uvaol 
fueron significativamente más altos cuando se empleó el molino de 
Listello utilizando una velocidad de giro de 3000 rpm. 
 
Con el molino de Criba Perforada se han obtenido diferencias 
significativas en el contendido en esteroles en el aceite cuanto se 
empeló el grado de molienda de 7 mm y la velocidad de giro de 2000 
rpm. 
 
En cuanto a la comparación entre los dos tipos de molino, a 
velocidades altas el molino Listello dio lugar a aceites de oliva con un 
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El aceite de oliva virgen es un producto natural obtenido mediante 
procedimientos físicos de presión o centrifugación (Boskou, 1996; Di 
Giovacchino, 1996).  
 
La extracción por medios mecánicos requiere “liberar” el aceite de los 
tejidos celulares reuniendo las pequeñas gotas en gotas más grandes 
para que pueda separarse en una fase oleosa continua. Con este fin se 
llevan a cabo las siguientes operaciones: molturación de las aceitunas, 
batido de la pasta obtenida, extracción y clarificación final del aceite. 
Todos estos procesos pueden afectar a la calidad, la composición y las 
características sensoriales del producto final, y por ello, es necesario 
optimizar todas las etapas de la extracción del aceite (Kiritsakis, 1998). 
 
Una etapa importante en la elaboración de los aceites es la elección del 
molino a emplear. El molino ha de garantizar la consecución de una 
rotura efectiva de las estructuras celulares del fruto con el fin de facilitar 
la extracción del aceite (Beltrán et al., 2011). 
 
En general, las condiciones de molienda no afectan a los parámetros 
de calidad reglamentada (Beltrán et al., 2011), por lo que los trabajos 
se han centrado en los componentes minoritarios del aceite. Así, 
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diferentes estudios han mostrado que el tipo de molienda tiene gran 
influencia sobre el contenido en fenoles, así los molinos metálicos dan 
lugar a aceites con niveles más altos que los de empiedro (Angerosa y 
Di Giovacchino 1995; Caponio et al., 1999). Además el grado de la 
molienda, utilizando diámetros de criba pequeños, así como varía la 
velocidad de giro de los martillos, da lugar a un incremento de estos 
compuestos (Cert et al., 1999; Di Giovacchino et el., 2002). 
 
Otros componentes que se ven influenciados por el grado de molienda 
son los compuestos triterpénicos, cuyo contenido en el aceite es más 
elevado cuando se emplean grados de molienda finos (Allouche et al., 
2010). Sin embargo, los pigmentos clorofílicos y carotenoides 
disminuyen al aumentar el grado de molienda y con el empleo de 
velocidades de giro más pequeñas (Beltrán et al., 2011). 
 
Los compuestos volátiles de aceite de oliva, que son responsables de 
aroma del aceite y de otras características organolépticas también se 
han visto afectado por las condiciones de molienda (Angerosa, 2002). 
 
En general, los estudios se han centrado en los compuestos fenólicos y 
volátiles (Kalua et al., 2006; Parenti et al., 2008; Gómez–Rico et al., 
2009), dejando de lado otros compuestos minoritarios de gran interés 
como esteroles, escualeno y tocoferoles, entre otros (Allouche et al., 
2010). 
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En el aceite de oliva los esteroles constituyen la parte mayoritaria de la 
fracción insaponificable. En los últimos años se ha incrementado el 
interés en los esteroles gracias a sus propiedades para reducir los 
niveles del colesterol en LDL y en consecuencia del riesgo de 
enfermedades cardiovasculares (Patel y Thompson, 2006), efectos 
antinflamatorios (Bouic, 2002), antibacterianos, (Zhao et al., 2005) 
antioxidantes (Van Rensburg et al., 2000; Hidalgo et al., 2009) y 
propiedades anticancerígenas (Awad et al., 2000; Gregg, 2001) así 
como su implicación en proteger la calidad de los aceites de oliva 
(Hidalgo et al., 1993). Considerando la importancia de las propiedades 
bioactivas de los esteroles, el objetivo de este trabajo ha sido estudiar 
el efecto del tipo de molienda, velocidad de giro de los martillos y grado 
de la molienda en la composición de los esteroles del aceite de oliva 
virgen. Para ello, se han empleado dos tipos de molinos Listello y Criba 
Perforada y se han molturado frutos de la variedad ‘Picual’. 
 
Material y Métodos  
 
a) Material Vegetal  
 
Se han utilizado frutos de la variedad ‘Picual’, procedente de la finca 
experimental del Centro IFAPA “Venta del Llano” de Mengíbar (Jaén), 
son árboles de 25 años de edad, dispuestos a un marco de plantación 
de 7 × 7 m. Se han recolectado aproximadamente 5000 kg de aceituna 
para cada ensayo con un índice de madurez aproximado de 3, basado 
en el cambio de color, por pigmentación, de la piel del fruto y del 
mesocarpio a lo largo del proceso de maduración (Uceda y Frías, 
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1985). Los frutos fueron recolectados y procesados industrialmente en 
el mismo día. 
 
b) Condiciones de procesado y extracción. 
 
Se llevaron a cabo tres experimentos diferentes, en los que se evaluó 
el efecto del grado de molienda y la velocidad de giro de cada molino 
por separado y se llevó a cabo la comparación entre ambos tipos de 
molinos en condiciones de molienda equivalentes. 
 
Los ensayos se realizaron en la almazara experimental de Centro 
IFAPA “Venta del Llano”. La almazara está equipada con un sistema 
continuo formado por un molino de martillos con capacidad de 
intercambiar la criba perforada por Listellos y un regulado de la 
velocidad de giro de los martillos, una batidora de tres cuerpos con una 
capacidad de 600 kg cada uno, y una centrifuga horizontal SC90 de 
dos fases (Pieralisi, España). 
 
Para cada una de las condiciones ensayadas se emplearon partidas de 
aproximadamente 500 kg. de frutos. Durante los ensayos no se empleó 
microtalco natural (MTN) como coadyuvante, y las condiciones de 
batido fueron de 18 ºC y 60 min. El ritmo de inyección de la pasta al 
decanter fue de 800 kg/h.  
 
Antes de triturar los frutos se ajustaron las variables analizadas para 
cada tipo de molino. Los ensayos siguieron un diseño factorial; tres 
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grados de molienda 4 – 5 – 6 mm para el molino de Listello que se 
corresponden con 5 – 6 – 7 mm utilizados en el molino de Criba 
Perforada. Las velocidades de giro de los martillos para los dos molinos 
fueron: 2000, 2250 y 3000 rpm. Para el ensayo de comparación de 
ambos molinos se emplearon un Listello 5 mm para el molino Listello y 
una criba de 6 mm para el de Criba Perforada, las velocidades de giro 
de los martillos ensayadas fueron 2000 y 3000 rpm. 
 
La pasta molida procedente de cada partida dio lugar a un cuerpo de 
batidora. Las muestras de aceite fueron tomadas por triplicado a la 
salida del decanter que se filtraron con papel jarabe con el fin de 
eliminar los restos sólidos y de humedad que aún le acompañaban. Las 
muestras recién filtradas se llevaron a congelación a una temperatura 
de -24 ºC hasta el momento de ser analizadas. 
 
c) Determinación de los esteroles. 
 
En las muestras de aceite se ha determinado el contenido en esteroles 
utilizando el método de análisis oficial Europeo descrito en los anexos 
V y VI del Reglamento CEE (1991). 
 
Para cuantificar la fracción esterólica del aceite de oliva se utilizó un 
equipo de cromatografía de gases (FID) Helwett Packard modelo 6890, 
equipado con una columna capilar de HP-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 lm) 
(Agilent, España).  
 
Las condiciones de separación en el cromatógrafo fueron: 
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- temperatura de la columna 260 ºC 
- temperatura del inyector 280 ºC 
- temperatura del detector 290 ºC 
- cantidad se sustancia inyectada 0.5 μL. 
 
Se empleó Helio como gas portador. La cuantificación se llevó a cabo 
mediante la adición de un patrón interno 0.2% de -colestanol. Los 
resultados se expresaron como mg/kg de cada esterol y del contenido 
total, mientras que la suma del el contenido de Eritrodiol más Uvaol y β 
– Sitosterol estimado se expresaron como %. 
 
d) Análisis estadístico. 
 
Se ha llevado a cabo el análisis de la varianza ANOVA para estudiar el 
efecto de cada uno de los tratamientos sobre el contenido de los 
esteroles de los aceites estudiados. Los resultados se han expresado 
como valor medio ± desviación estándar (SD). Para establecer 
diferencias entre medias se ha aplicado el Test de Tukey (p ≤ 0.05). Se 
ha empleado el programa de Statistix, Versión 8.0 (Analytical Software). 
 
Resultados y Discusión 
 
Influencia de las condiciones de molienda con molino Listello en el 
contenido en esteroles en el aceite de oliva. 
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En la Tabla VIII 2.1 se presentan los valores medios de la composición 
esterólica del aceite en función de los grados de molienda y de las 




Tabla VIII 2.1. Influencia del grado de molienda (mm) y de la velocidad de giro de los martillos (rpm) en el contendido en esteroles 
del aceite de oliva extraído con molino Listello. 
 




Listello (4 mm) Listello (5 mm) Listello (6 mm) 




















1.16 ± 0.3 a  
0.76 ± 0.05 
1.67 ± 0.91 
31.5 ± 4.46 
1.42 ± 0.22 
5.30 ± 0.50 
19.8 ± 11.5 
3.92 ± 2.46 
772 ± 44 
1.36 ± 1.67 
55.6 ± 7.05 
1.88 ± 0.18 
1.16 ± 0.31 
2.35 ± 0.37 
900 ± 44 
92.6 ± 1.15 
3.85 ± 0.73 
1.25 ± 0.8 
0.56 ± 0.06 
0.75 ± 0.71 
0.39 ± 0.14 
2.46 ± 0.86 
29.7 ± 1.94 
3.35 ± 1.04 
5.11 ± 0.22 
20.2 ± 12.8 
12.5 ± 1.52 
724 ± 74 
0.00 ± 0.00 
65.7 ± 4.42 
7.13 ± 0.90 
3.92 ± 1.95 
3.86 ± 1.04 
881 ± 84  
89.2 ± 1.62 
5.99 ± 3.74 
1.43 ± 0.63 
0.83 ± 0.5 
1.44 ± 1.61 
0.16 ± 0.27 
8.12 ± 5.99 
47 ± 4.85 
4.75 ± 1.59 
11.6 ± 4.22 
18.1 ± 12.1 
21.9 ± 6.01 
900 ± 106 
1.75 ± 1.54 
82.2 ± 5.05 
15.4 ± 3.85 
9.79 ± 4.63 
7.35 ± 2.22 
1130 ± 67 
90.2 ± 3.54 
7.67 ± 1.44 
2.96 ± 0.58 
0.93 ± 3.51 
0.90 ± 0.81 
0.09 ± 0.09 
2.21 ± 0.06 
34.7 ± 4.53 
2.26 ± 1.96 
5.12 ± 1.36 
15.5 ± 5.98 
12.5 ± 2.27 
782 ± 116 
0.42 ± 0.72 
81.9 ± 18.8 
4.25 ± 3.58 
1.73 ± 0.37 
2.57 ± 0.66 
947 ± 140 
93.1 ± 0.25  
4.03 ± 2.71 
0.83 ± 1.1 
0.44 ± 0.31 
2.64 ± 0.52 
0.08 ± 0.07 
6.14 ± 1.64 
36.4 ± 3.71 
7.89 ± 1.9 
10.0 ± 1.67 
16.9 ± 8.21 
17.7 ± 2.65 
733 ± 75 
3.51 ± 1.46 
65.3 ± 3.36 
13.3 ± 3.98 
7.1 ± 3.26 
6.6 ± 0.77 
929 ± 83 
91.1 ± 2.42 
6.87 ± 2.55 
1.49 ± 0.27 
0.88 ± 1.52 
1.20 ± 0.52 
1.25 ± 1.74 
2.15 ± 0.70 
42.9 ± 0.91 
2.63 ± 1.43 
7.09 ± 0.55 
8.63 ± 2.39 
15.6 ± 3.47 
1029 ± 98 
2.95 ± 2.72 
91.4 ± 15.2 
10.3 ± 5.44 
5.9 ± 5.45 
4.4 ± 0.75 
1226 ± 120 
93.7 ± .072 
6.04 ± 1.23 
2.86 ± 0.67 
0.71 ± 0.08 
0.61 ± 0.31 
0.63 ± 0.51 
2.53 ± 1.02 
28.5 ± 1.77 
4.25 ± 0.93 
4.18 ± 1.21  
19.7± 18.1 
7.04 ± 5.06 
746 ± 48 
0.00 ± 0.00 
61.5 ± 11.2 
2.99 ± 2.01 
1.02 ± 0.99 
3.42 ± 2.42 
882 ± 72 
92.7 ± 1.66 
3.17 ± 1.09 
1.37 ± 1.27 
0.53 ± 0.32 
2.43 ± 1.96 
0.19 ± 0.13 
3.81 ± 2.44 
27.7 ± 2.18 
5.87 ± 1.72 
6.96 ± 1.61 
11.4 ± 5.68 
12.1 ± 3.26 
622 ± 90 
1.64 ± 1.43 
59.8 ± 10.3 
7.36 ± 2.9 
3.62 ± 1.96 
4.61 ± 1.39 
769 ± 87 
90.2 ± 3.54 
4.29 ± 0.62 
2.12 ± 0.19 
0.83 ± 0.19 
0.20 ± 0.35 
0.21 ± 0.20 
0.78 ± 1.35 
44.9 ± 0.41 
0.71 ± 1.24 
6.55 ± 0.29 
7.64 ± 3.76 
9.25 ± 1.29 
897 ± 219 
0.00 ± 0.00 
94.9 ± 5.94 
6.59 ± 3.67 
3.61 ± 2.05 
5.22 ± 0.94 
1061 ± 217 
93.0 ± 2.14 
6.25 ± 0.66 
2.39 ± 0.27 
0.84 ± 0.25 
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Como se observa en la Tabla VIII 2.1 la composición de los esteroles 
totales del aceite extraído con el molino Listello, muestran unos niveles 
de esteroles totales entre 769 y 1226 mg/kg. Cuanto los frutos se 
trituraron empleando velocidades de giro bajas se observó un descenso 
del contenido total de los esteroles en el aceite. Los niveles no 
superaban el limite (1000 mg/kg) establecido por la Reglamento de 
CEE, (2003).  
 
En los estudios realizados por Guillaume et al. (2012) se menciona que 
el hueso de aceituna contiene un contenido más elevado de esteroles 
que la pulpa del fruto. Por tanto, cuando se utiliza el molino de Listello 
se emplea una trituración más fina utilizando altas velocidades de giro 
de los martillos permitir a extraer un mayor contenido de esteroles en el 
aceite. 
 
En la Tabla VIII 2.2 está recogido el porcentaje de la variabilidad 
explicada para las condiciones de molienda de la composición de los 
esteroles y su contenido total. En general, la velocidad de giro influyo 
de forma más importante en los esteroles que el grado de molienda. El 
grado de molienda dio lugar a diferencias significativas en el contenido 
en Campesterol, Clerosterol y Sitostanol (P ≤ 0.05). En cuanto a la 
velocidad de giro de los martillos, para Campesterol, ∆5–Avenasterol y 
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Tabla VIII 2.2. Porcentaje de variabilidad explicada por las condiciones de 



























































































































NS – no significativo, * – P ≤ 0.05, ** – P ≤ 0.01, *** – P ≤ 0.0001 
 
En general, para los esteroles Campesterol, Clerosterol y Sitostanol, se 
obtuvieron contenidos más elevados cuando las aceitunas se trituraron 
mediante el Listello de 5 mm (Figura VIII 2.1). 
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Figura VIII 2.1 Influencia de grado de molienda en el contenido de 
Campesterol, Clerosterol y Sitostanol en el aceite de oliva virgen obtenido 
mediante molino Listello (Test de Tukey p ≤ 0.05). 
 
Por otro lado, esteroles como Estigmasterol, ∆5,24–Estigmastadienol, 
∆7–Estigmastanol y ∆7–Avenasterol, presentaron unos valores 
significativamente más bajos para la velocidad de giro de 2000 rpm 
(Figura VIII 2.2). Se aprecia, un incremento lineal con el aumento del 
régimen de giro de los martillos para todos estos compuestos. 
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Asimismo, habría que destacar como el contenido en Campestanol y la 
suma de Eritrodiol y Uvaol presentaran valores significativamente más 
altos cuando el régimen de giro de los martillos fue de 2250 rpm.  
 
El Eritrodiol y Uvaol, están presentes de forma mayoritarias en la piel 
de la aceituna (Frega y Lercker, 1986, Bianchi et al., 1992). Por lo que 
se necesita una molienda más fina para romper las estructuras 
celulares y liberar dichos compuestos. El contenido de estos 
compuestos es significativamente más alto cuando se velocidades de 
giros muy altas. Estos resultados están de acuerdo con los trabajos 
realizados Alluche et al. (2010), sin embargo, en los trabajos previos 
realizados por Cert et al., (1999) no se obtuvieron diferencias 
significativas para las condiciones de molienda empleadas. 
 
En cuanto a la interacción entre el grado de la molienda y la velocidad 
de giro de los martillos utilizados en este trabajo, solo se vieron 
afectados significativamente Campesterol, Estigmasterol, ∆7–
Estigmastanol y Uvaol obteniéndose valores más altos cuando los 
frutos se trituraron con un grado de molienda pequeño y velocidades 
de giros altas (Figura VIII 2.3).  
 99 
 
Figura VIII 2.3. Interacción entre el grado de molienda y la velocidad de giro de los martillos del molino Listello para el contenido de 
Campesterol, Estigmasterol, Δ
7
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Clerosterol, ∆5,24–Estigmastadienol y ∆
7–Avenasterol mostraron 
niveles significativamente más altos cuando las aceitunas se molieron 
con una velocidad de 3000 rpm, a pesar de diferentes tamaños de 
Listello (Figura VIII 2.4). 
 
 
Figura VIII 2.4. Efecto de la interacción entre la velocidad de giro y grado de la 
molienda en el contenido en Clerosterol, ∆
5
, 24–Estigmastadienol y Δ
7
–
Avenasterol del aceite de oliva virgen obtenido con molino de Listello (Test de 
Tukey p ≤ 0.05). 
 
El contenido en β–Sitosterol y Esteroles totales presentaron valores 
significativamente más altos cuando las aceitunas se molturaron 
utilizando tamaño de Listello de 5 mm y una velocidad de giro de 3000 
rpm, aunque en general, las velocidades más elevadas den lugar a 
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Los niveles más bajos se obtuvieron para velocidades de giro de 2250 
rpm, independientemente del grado de molienda. 
 
 
Figura VIII 2.5. Efecto de la interacción del grado de la molienda y velocidad 
de giro en el contenido en β–Sitosterol y Esteroles Totales del aceite de oliva 
virgen obtenido con molino de Listello (Test de Tukey p ≤ 0.05). 
 
Además, el contenido en 24–Metilencolesterol mostro unos valores 
mayores cuando las aceitunas se trituran utilizando grados de molienda 
de 4 mm (P ≤ 0.001). Por lo tanto, se consigue una mejor extracción de 
los esteroles a regímenes de giros más elevadas y grados de molienda 
menores. 
 
Influencia de las condiciones de molienda con molino de criba 
Perforada en el contenido en esteroles del aceite de oliva. 
 
El contenido y composición en esteroles del aceite de oliva virgen 
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2.3., los valores obtenidos se encuentran dentro de los límites 
establecidos por el Reglamento de CEE, (2003). 
 
En general, se observa que cuando las aceitunas se trituran con el 
molino de Criba Perforada se obtiene un mayor contenido en esteroles 
cuando se utilizan velocidades de giro muy bajas, y grados de molienda 
mayores.  
 103 
Tabla VIII 2.3. Influencia del grado de molienda (mm) y de la velocidad de giro de los martillos (rpm) en el contendido en esteroles 








Criba Perforada (5 mm) Criba Perforada (6 mm ) Criba Perforada (7 mm) 




















0.53 ± 0.21a 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
44.6 ± 2.11 
2.52 ± 2.19 
8.20 ± 0.37 
5.42 ± 2.40 
13.5 ± 3.45 
1081 ± 69 
0.00 ± 0.00 
114.0 ± 8.50 
3.10 ± 0.36 
2.36 ± 0.32 
5.04 ± 0.38 
1281 ± 77 
94.6 ± 0.23 
6.68 ± 1.62 
3.21 ± 1.13 
0.76 ± 0.18 
0.39 ± 0.01 
0.60 ± 0.41 
0.00 ± 0.00 
47.5 ± 3.86 
0.48 ± 0.84 
9.04 ± 1.59 
9.83 ± 6.97 
12.4 ± 4.38 
1104 ± 108 
0.00 ± 0.00 
122 ± 22.2 
4.30 ± 1.14 
2.69 ± 0.22 
5.31 ± 0.55 
1320 ± 139 
95.3 ± 0.64 
6.91 ± 0.93 
2.56 ± 1.00 
0.71 ± 0.08 
0.44 ± 0.46 
0.00 ± 0.00 
0.43 ± 0.83 
36.4 ± 5.03 
1.80 ± 0.59 
7.82 ± 0.65 
4.89 ± 1.24 
7.44 ± 2.62 
1023 ± 67 
0.40 ± 0.70 
101.0 ± 3.68 
2.77 ± 0.94 
2.03 ± 0.50 
4.93 ± 0.51 
1194 ± 75 
95.0 ± 0.33 
4.86 ± 1.12 
3.16 ± 1.11 
0.66 ± 0.15 
0.20 ± 0.34 
0.14 ± 0.25 
0.24 ± 0.42 
41.0 ± 7.04 
0.84 ± 1.45 
6.78 ± 1.61 
2.97 ± 1.02 
7.53 ± 3.19 
1029 ± 75 
0.29 ± 0.50 
101.0 ± 0.97 
3.33 ± 0.74 
1.97 ± 0.29 
4.85 ± 0.52 
1201 ± 96 
95.1 ± 0.41 
7.93 ± 4.68 
2.51 ± 0.89 
0.84 ± 0.41 
0.24 ± 0.41 
0.08 ± 0.14 
0.42 ± 0.32 
39.0 ± 6.47 
1.11 ± 1.92 
7.53 ± 1.09 
6.36 ± 5.99 
13.4 ± 9.96 
998 ± 94 
0.00 ± 0.00 
99.0 ± 11.7 
4.79 ± 1.30 
2.66 ± 0.60 
4.95 ± 0.56 
1178 ± 111 
95.0 ± 0.64 
5.82 ± 2.42 
3.15 ± 1.29 
0.74 ± 0.21 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
36.6 ± 2.84 
2.70 ± 2.36 
5.48 ± 2.20 
13.5 ± 10.9 
2.93 ± 1.16 
971 ± 33 
0.59 ± 1.02 
96.3 ± 7.26 
3.50 ± 0.61 
1.20 ± 0.92 
4.52 ± 0.68 
1138 ± 43 
94.0 ± .037 
3.31 ± 1.06 
1.66 ± 0.47 
0.43 ± 0.10 
0.00 ± 0.00 
0.00 ± 0.00 
0.43 ± 0.74 
56.0 ± 11.0 
0.00 ± 0.00 
10.2 ± 2.13 
21.8 ± 16.1 
12.7 ± 1.92 
1328 ± 291 
0.00 ± 0.00 
144.0 ± 33.6 
6.35 ± 2.52 
3.44 ± 0.91 
6.46 ± 1.75 
1590 ± 351 
93.8 ± 0.94 
7.45 ± 0.91 
3.24 ± 0.61 
0.68 ± 0.09 
0.39 ± 0.21 
0.08 ± 0.09 
0.53 ± 0.23 
41.1 ± 2.63 
3.11 ± 0.71 
7.18 ± 0.81 
6.23 ± 5.77 
7.39 ± 0.56 
1016 ± 88 
0.43 ± 0.76 
104.3 ± 4.75 
4.24 ± 1.44 
2.32 ± 0.09 
5.11 ± 0.19 
1198 ± 92 
94.5 ± 0.66 
3.96 ± 1.08 
3.16 ± 0.13 
1.2 ± 0.94 
0.0 ± 0.00 
0.22 ± 0.38 
0.00 ± 0.00 
39.7 ± 1.84 
1.97 ± 1.73 
5.52 ± 2.16 
8.08 ± 7.98 
4.75 ± 1.84 
981 ± 19 
0.66 ± 1.14 
101.0 ± 2.25 
4.01 ± 1.17 
3.15 ± 1.33 
5.64 ± 0.80 
1157 ± 28 
94.0 ± 0.80 
4.18 ± 2.02 
3.63 ± 2.38 
0.66 ± 0.35 
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En la Tabla VIII 2.3 se observa el efecto de las condiciones de 
molienda empleando el molino de Criba Perforada en el perfil de los 
esteroles y su contenido total en el aceite de oliva a partir de los datos 
obtenido del ANOVA la Tabla VIII 2.4 muestra el porcentaje de la 
variabilidad originado por las condiciones de molienda en el contenido 
de los esteroles del aceite de oliva virgen. Como se puede observar 
hay un menor número de esteroles influenciados por las condiciones de 
molienda (P ≤ 0.05), además el grado de significación obtenido fue 
menor que los encontrados con el molino de Listello (P ≤ 0.0001). 
 
Tabla VIII 2.4 Porcentaje de variabilidad explicada por las condiciones del 
molino de Criba Perforada para algunos esteroles presentes en el aceite de 
oliva virgen. 
NS – no significativo, * – P ≤ 0.05 
 
En general, el grado de molienda no mostró un efecto significativo en el 
contenido de los esteroles mayoritarios. No obstante, cuando las 
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contenidos en ∆5,24–Estigmastadienol y ∆7–Estigmastanol fueron 
significativamente más altos. El colesterol, sin embargo, se incrementó 
significativamente (P ≤ 0.05) cuando se empleó un grado de molienda 
de menor diámetro (Figura VIII 2.6). 
 
 





–Estigmastanol en el aceite de oliva virgen 
obtenido mediante el empleo de molino Criba Perforada (Test de Tukey p 
≤.0.05). 
 
La Figura VIII 2.7 muestra el incremento del contenido de los esteroles 
mayoritarios (Campesterol, Estigmasterol, Clerosterol, β–Sitosterol y 
∆5–Avenasterol) y del contenido total cuando se molturó a la velocidad 
de giro más baja (2000 rpm). 
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Figura VIII 2.7 Efecto de la velocidad de giro de los martillos en el contenido 
de los esteroles mayoritarios y esteroles totales de aceite de oliva virgen 
extraído con molino de Criba Perforada (Test de Tukey p ≤ 0.05). 
 
En cuanto a la interacción del grado de molienda y la velocidad de giro 
de los martillos, se observó como el contenido en Campesterol, 
Estigmasterol, ∆5–Avenasterol ∆5,24–Estigmastadienol, ∆7–
Estigmastanol y Esteroles Totales fueron significativamente más altos 
cuando se emplearon grados de molienda de mayor diámetro y 
velocidades de giro bajas (Figura VIII 2.8). 
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Figura VIII 2.8. Interacción entre el grado de molienda y la velocidad de giro de los martillos del molino de Criba Perforada para el 
contenido de Campesterol, Estigmasterol, Δ
5
 – Avenasterol, Δ
5
 24 - Estigmastadienol, Δ
7
 - Estigmastanol y Esteroles Totales del 
aceite de oliva virgen (Test de Tukey p ≤ 0.05) 
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Efecto de tipo de molino en la fracción esterólica del aceite de oliva virgen 
entre. Compartir entre los molinos Listello y Criba Perforada. 
 
La composición de los esteroles de los aceites elaborados con los molinos 
Listello y Criba Perforada para diferentes velocidades de giro 2000 y 3000 
rpm se recogen en la Tabla VIII 2.5. El contenido total de esteroles se 
encuentra dentro de los límites establecidos por el Reglamento de CEE, 
(2003), con algunas excepciones como en el β–Sitosterol estimado que 
presenta valores por debajo de estos límites cuando se empleó una 
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Tabla VIII 2.5. Efecto del tipo de molienda en la composición de la fracción 




Listello (5 mm) 
 







































1.65 ± 1.9 
5.22 ± 2.5 
49.9 ± 3.0 
4.86 ± 1.9 
8.85 ± 0.8 
22.3 ± 12.3 
1.60 ± 3.7 
1020 ± 18 
0.00 ± 0.0 
105.1 ± 3.2 
8.34 ± 0.4 
5.81 ± 1.2 
8.16 ± 0.5 
1254 ± 39 
91.2 ± 1.5 
7.20 ± 0.5 
2.93 ± 0.7 
0.80 ± 0.1 
1.48 ± 1.4 
0.00 ± 0.0 
6.35 ± 3.7 
47.6 ± 6.4 
0.00 ± 0.0 
9.82 ± 1.3 
19.5 ± 14 
12.2 ± 6.3 
898 ± 122 
2.15 ± 3.7 
95.1 ± 3.6 
8.74 ± 1.8 
5.40 ± 2.0 
7.08 ± 0.5 
1114 ± 110 
91.1 ± 1.4  
8.40 ± 2.3 
3.63 ± 0.5 
1.06 ± 0.2 
3.90 ± 1.1 
0.44 ± 0.8 
6.43 ± 2.5 
43.4 ± 3.3 
6.43 ± 0.8 
10.0 ± 0.6  
15.2 ± 10 
17.2 ± 1.5 
883 ± 53 
0.00 ± 0.0 
99.2 ± 13 
9.88 ± 0.8 
6.98 ± 0.9 
8.34 ± 2.1 
1111 ± 63 
90.8 ± 1.0 
10.9 ± 1.3 
3.06 ± 2.7 
1.26 ± 0.4 
0.00 ± 0.0 
0.00 ± 0.0 
2.18 ± 21 
47.3 ± 5.2 
0.00 ± 0.0 
5.69 ± 0.5 
13.9 ± 0.9 
10.0 ± 0.5 
982 ± 67 
0.00 ± 0.0 
112 ± 9.7 
5.25 ± 3.8 
4.08 ± 2.5 
5.80 ± 1.7 
1189 ± 80 
93.5 ± 0.8 
9.16 ± 1.9 
1.73 ± 0.4 
0.90 ± 0.1 
a,
 
Media ± SD 
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En general, el molino Listello dio lugar a unos niveles más elevados de 
esteroles presentes en aceite de oliva, si bien, en la Figura VIII 2.9 se 
demuestra la diferencia significativa del contendido de Estigmasterol. 
 
 
Figura VIII. 2.9. Diferencia significativa del contenido de Estigmasterol del aceite de 
oliva virgen obtenido por dos tipos de molino (Test de Tukey p ≤ 0.05). 
 
En cuanto a la velocidad de giro de los martillos se observaron diferencias 
significativas por algunos de los esteroles analizados como Colesterol, 
Campestanol, Estigmasterol y ∆5–Avenasterol. Sus contenidos fueron 
significativamente más elevados con velocidades de giro menores (Figura 
VIII 2.10). 
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Figura VIII.2.10. Efecto de la velocidad de giro de los martillos en el contenido en 
esteroles del aceite de oliva virgen obtenidos empleando los molinos de Listello y 
Criba Perforada (Test de Tukey p ≤ 0.05). 
 
En la Tabla VIII 2.6 está recogido el porcentaje de variabilidad expresado 
por el tipo de molino y la velocidad de giro de los martillos. Los dos molinos 
presentaron un efecto significativos (P ≤ 0.05) en la composición esterólica 
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Tabla VIII 2.6 Porcentaje de variabilidad explicada por el tipo de molino y la 
velocidad de giro de los martillos para algunos esteroles presentes en el 
aceite de oliva virgen. 
NS – no significativo, * – P ≤ 0.05, ** – P ≤ 0.01, *** – P ≤ 0.0001 
 
En general, el tipo de molino mostro un efecto significativo en el contenido 
de Colesterol y Estigmasterol (P ≤ 0.05), en cuanto a la velocidad de giro de 
los martillos obtuvo diferencias significativos en el contenido de 
Campesterol con un nivel de significancia de P ≤ 0.0001 y Δ7–Avenasterol 
(P ≤ 0.05).  
 
Además en la interacción entre el tipo de molino y la velocidad de giro de 
los martillos se observó que, el contenido en Campestanol mostró valores 
más elevados en cuando las aceitunas se molieron con el molino de Cribas 
Perforada a 2000 rpm (6.43 mg/kg), respecto a los obtenidos con el molino 
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significativas. Para velocidades de giro de los martillos 3000 rpm para los 
dos tipos de molino no mostraron esté esterol. 
 
La Figura VIII 2. 11 muestra el efecto de la interacción del tipo de molino y 
la velocidad de giro de los martillos en el contenido en Estigmasterol. Se 
observa que cuando las velocidades de giro de los martillos se reducen de 
3000 a 2000 rpm, para el molino de Criba Perforada el contenido en 
Estigmasterol se aumentó significativamente, sin embargo, para el molino 
de Listello la concentración de Estigmasterol fue más elevado cuanto se 
molturó 3000 rpm. 
 
 
Figura VIII 2.11. Efecto de la interacción entre el tipo de molino y la velocidad de 
giro de los martillos en el contenido en Estigmasterol del aceite de oliva virgen 









Se puede concluir que el proceso de la molienda es un factor determinante 
en el contenido en esteroles en el aceite de oliva. Se ha observado que 
para grados de moliendas de mayor tamaño, el contenido en esteroles 
totales y del perfil completo se incrementa tanto con el molino de Listello 
como de Criba Perforada. 
 
Los dos molinos se comportaron de manera diferente en cuanto a al efecto 
de la velocidad de giro de los martillos. Los mayores contenidos en 
esteroles se obtienen a velocidades altas para el molino de Listello, 
mientras que el molino de Criba Perforada requiere velocidades bajas para 
este fin. 
 
Los resultados de este estudio sugieren que para extraer el mayor 
contenido de esteroles en el aceite de oliva es aconsejable una trituración 
muy fina. 
 
Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que es muy importante 
la elección del tipo de molino y los variables que se tiene utilizar para 
obtener diferentes contenidos en esteroles en aceite de oliva virgen. En 
este sentido el presente trabajo podría ser útil desde el punto de vista 
nutricional, debido a los efectos de los esteroles en la salud. 
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VIII.3. Capítulo III. Influencia de las condiciones de 
preparación de la pasta en el contenido de esteroles 






























En este trabajo se estudia la influencia de las condiciones de 
preparación de la pasta de aceituna, molienda y batido, en la 
fracción esterólica del aceite de oliva virgen de la variedad ‘Picual’. 
 
El trabajo se realizó a escala de laboratorio utilizando un equipo 
Abencor ensayando diferentes grados de molienda (4 – 5 – 6 mm), 
temperaturas (20 y 30 ºC) y tiempos de batido (20 y 40 min). Al 
aceite extraído se le analizó la fracción esterólica. El contenido en 
Brasicasterol, 24–Metilencolesterol, Campesterol, β–Sitosterol, ∆5–
Avenasterol y Esteroles totales estuvo influenciado por el grado de 
molienda obteniéndose diferencias significativas para los tres grados 
de molienda estudiados. En general, el contenido total en esteroles 
fue más elevado cuando el fruto fue molido con cribas de diámetro 
pequeño. 
 
Las condiciones de batido de la pasta constituyen uno de los 
factores determinantes sobre la fracción esterólica del aceite de 
oliva virgen. Los contenidos de β–Sitosterol y ∆7–Avenasterol 
mostraron valores significativamente más elevados cuando la pasta 
fue batida a 30 ºC; no obstante, los contenidos de ∆5–Avenasterol y 
Esteroles Totales aumentaron cuando la pasta se batió a baja 
temperatura (20 ºC). 
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En cuanto al tiempo del batido, se ha observado que para tiempos 
de batido más cortos (20 min), aumenta el contenido en Colesterol, 
24–Metilencolesterol y ∆5–Avenasterol. 
 
Por tanto, las condiciones de preparación de la pasta permiten 
modificar la composición y el contenido total de la fracción esterólica 




El aceite de oliva virgen es un producto con excelentes propiedades 
nutricionales y sensoriales (Matos et al., 2007). En los países de la 
cuenca Mediterránea este producto es de gran importancia en la 
economía y gastronomía. Además, debido a su composición en 
ácidos grasos y el contenido en componentes minoritarios, su 
consumo ha generado gran interés también fuera del área del 
Mediterránea (Bandelj et al., 2002). 
 
Una fracción importante de los componentes minoritarios del aceite 
de oliva está constituida por los esteroles. Estos compuestos son 
parte de la fracción insaponificable y su contenido total varía entre 
800 y 2600 mg/kg. En el aceite de oliva se han detectado alrededor 
de 15 esteroles, siendo los más abundantes β–Sitosterol, ∆5–
Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol (Boskou, 1996).  
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Los esteroles son unos componentes de gran interés nutricional 
debido a su similitud estructural con el colesterol, los esteroles 
vegetales inhiben la absorción del colesterol en la sangre. Además 
presentan propiedades antiaterogenicas (Moghadasian et al., 1997; 
Moghadasian et al., 1999), antiinflamatorias (Bouic, 2001), 
anticancerígenas (Awad et al., 2003) y actividad antioxidante (Van 
Rensburg et al., 2000). 
 
Diferentes estudios (Lerma-García et al., 2011; Aparicio y Luna, 
2002; Christopoulou et al., 1996; Fiorino y Nizzi, 1991; De la Duarte 
y Martins, 1976) han demostrado que la fracción esterólica es 
característica para cada variedad y se puede utilizar para discriminar 
y clasificar los aceites de oliva vírgenes. Además, su determinación 
es una herramienta importante para detectar la adulteración de los 
mismos (CEE, 2003) con otros aceites. 
 
Existen varios factores que influyen en el contenido y composición 
de la fracción esterólica en el aceite de oliva virgen, entre ellos, los 
más importantes son: las condiciones agronómicas (El Antari et al., 
2000), la maduración del fruto (Koutsaftakis et al., 2000), las 
condiciones climáticas (Aparicio et al., 1994) y las condiciones de 
extracción del aceite (Christopoulou et al., 1996; Gutiérrez et al., 
2000; Koutsaftakis et al., 1999). 
 
En la actualidad existe gran interés en la mejora de los procesos 
tecnológicos, para obtener una mejor calidad y composición química 
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del aceite, especialmente en lo referente a los componentes 
biocativos y antioxidantes (polifenoles y tocoferoles). 
 
Así, la etapa del proceso en la que se quede regular las condiciones 
de elaboración es la preparación de la pasta. Esta etapa de divide 
en dos: molienda y batido. De hecho, las condiciones de 
preparación de la pasta permiten actuar no sólo en el rendimiento 
del aceite, sino también sobre la composición y la calidad final del 
aceite de oliva virgen. Existen pocos trabajos que estudien el efecto 
de las condiciones del batido en el contenido de esteroles en el 
aceite de oliva. En los trabajos realizados por Koutsaftakis et al. 
(1999) se describe como temperaturas de batido por debajo de 30 
ºC permite obtener un producto de buena calidad, sin modificar el 
ratio de Campesterol/Estigmasterol. Asimismo, temperaturas de 
batido cercanas a 45 ºC disminuyen el contenido de ∆5–Avenasterol 
del aceite (Koutsaftakis et al., 1999). No obstante, los trabajos 
realizados por Guillaume et al. (2011) muestran que el contenido de 
Estigmasterol y Δ7–Estigmastanol se incrementa con tiempos 
prolongados del batido, sin embargo, los esteroles totales aumentan 
significativamente su contenido en temperaturas altas. 
 
El objetivo de este trabajo es determinar a nivel de laboratorio el 
efecto del grado de molienda y condiciones del batido de la pasta 
(temperatura y tiempo) en la composición y contenido total de 
esteroles del aceite de oliva virgen. Para realizar este estudio se han 
utilizado frutos de la variedad ‘Picual’, la variedad más importante en 
Jaén, Andalucía y España por producción y superficie cultivada  
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Material y Métodos  
 
b) Material Vegetal 
Los ensayos se han llevado a cabo durante la campaña 2007/08, 
utilizando frutos de la variedad ‘Picual’. Para realizar el ensayo se 
han elegido cinco árboles, situados en el Centro IFAPA “Venta del 
Llano” de Mengíbar, Jaén. Los árboles, de 25 años de edad, están 
dispuestos a un marco de plantación de 7 × 7 m, y reciben las 
mismas prácticas agronómicas: sistema de cultivo en no laboreo, 
con utilización de herbicidas de pre–post emergencia con las 
frecuencias y dosis mínimas posible. De cada árbol se han tomado 
25 kg de aceituna aproximadamente con un índice de madurez 3, 
basado en el cambio de color, por pigmentación, de la piel del fruto y 
del mesocarpio a lo largo del proceso de maduración (Uceda y 
Frías, 1975). 
 
c) Extracción de aceite 
 
Este proceso se llevó a cabo utilizando un sistema Abencor 
(Abencor series 100, MC2 Ingeniería y Sistemas, S.L, Sevilla, 
España). El experimento siguió un diseño factorial con tres grados 
de molienda (4, 5 y 6 mm.), dos temperaturas de batido (20 y 30 ºC) 
y dos tiempos de batido de la pasta (20 y 40 min.), cada tratamiento 
se llevó a cabo por duplicado. 
 
La molienda se realizó en un molino de martillos de criba fija con 
una velocidad de giro de los martillos de 3550 rpm. Una vez 
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molturado el fruto, se homogeneizó la pasta y se sometió a una 
termobatidora con temperatura controlable. 
 
Tras el batido de la masa, ésta se centrifugó en una centrifuga de 
cesta de acero inoxidable a 3500 rpm durante un minuto. El mosto 
oleoso obtenido se dejó decantar para separar el aceite del resto de 
los componentes de la aceituna y, posteriormente se filtró con papel 
jarabe, con el fin de eliminar los restos sólidos y de humedad que 
aún le acompañaban. Las muestras recién filtradas se llevaron a 
congelación a una temperatura de -24 ºC hasta el momento de ser 
analizadas. 
 
c) Caracterización de la fracción esterólica  
 
La determinación cualitativa y cuantitativa de los esteroles en el 
aceite de oliva se ha determinado utilizando el método oficial de 
análisis descrito en los anexos V y VI del Reglamento CEE, (2003). 
 
Para caracterizar la fracción esterólica del aceite de oliva se utilizó 
un equipo de cromatografía de gases (FID) Helwett Packard modelo 
6890, equipado con una columna capilar de HP-5 (30 m x 0.25 mm x 
0.25 lm). Las condiciones de análisis utilizadas fueron: 
 
- temperatura del horno 260 ºC 
- temperatura del inyector 280 ºC 
- temperatura del detector 290 ºC 
- cantidad se sustancia inyectada 0.5 μL. 
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La cuantificación se llevó a cabo mediante la adición como patrón 
interno de -colestanol (0.2%) (Sigma España). Los resultados se 
expresaron como mg/kg de cada esterol de forma independiente y 
del contenido total. 
 
d) Análisis estadístico 
 
En las Tablas los resultados se han expresado como valor medio ± 
desviación estándar (SD). Se ha llevado a cabo el análisis de la 
varianza ANOVA para estudiar el efecto de cada uno de los 
tratamientos sobre el contenido de esteroles de los aceites 
estudiados. Para establecer diferencias entre medias se ha aplicado 
el Test de Tukey (p ≤ 0.05). Se ha utilizado el programa Statistix, 
Versión 8.0 (Analytical Software). 
 
Resultados y Discusión  
 
En los aceites obtenidos se determinaron los parámetros de la 
calidad reglamentaria: acidez, índice de peróxidos, K 232, K270 (CEE, 
2003) (datos no mostrados), siendo clasificados en su totalidad 
dentro de la categoría virgen extra. 
 
En la Tabla VIII.3 1a, se encuentran recogidos los valores medios de 
los esteroles mayoritarios (β–Sitosterol, Δ5–Avenasterol, 
Campesterol y Estigmasterol y β–Sitosterol Estimado) y esteroles 
totales, mientras que en la Tabla VIII.3.1b se muestran los 
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contenidos medios de los esteroles minoritarios presentes en los 
aceites de la variedad ‘Picual’ analizadas. El contenido en esteroles 
totales, de los aceites obtenidos mostró valores por encima de 1000 
mg/kg, valor límite establecido por la Reglamento de CEE, (2003) 
para los aceites de oliva vírgenes. 
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Tabla. VIII.3.1a. Efecto de las condiciones de preparación de la pasta: grado de molienda, tiempo y temperatura del batido en el 






















Ø 4mm. T 20 ºC. t 20 min. 
Ø 4 mm. T 20 ºC. t 40 min. 
Ø 5 mm. T 20 ºC. t 20 min. 
Ø 5 mm. T 20 ºC. t 40 min. 
Ø 6 mm. T 20 ºC. t 20 min. 
Ø 6 mm. T 20 ºC. t 40 min. 
Ø 4 mm. T 30 ºC. t 20 min. 
Ø 4 mm. T 30 ºC. t 40 min. 
Ø 5 mm. T 30 ºC. t 20 min. 
Ø 5 mm. T 30 ºC. t 40 min. 
Ø 6 mm. T 30 ºC. t 20 min. 
Ø 6 mm. T 30 ºC. t 40 min. 
38.51 ± 0.46ª 
40.66 ± 6.43 
35.29 ± 0.63 
36.00 ± 0.37 
35.57 ± 0.77 
37.58 ± 1.70 
37.71 ± 1.51 
39.59 ± 0.87 
39.22 ± 0.94 
37.64 ± 1.85 
38.17 ± 0.85 
38.48 ± 0.56 
8.38 ± 0.16 
10.81 ± 5.65 
7.08 ± 0.41 
7.54 ± 0.59 
6.46 ± 0.26 
7.74 ± 0.84 
7.72 ± 0.16 
8.22 ± 0.16 
7.90 ± 0.32 
7.44 ± 0.48 
7.43 ± 0.15 
8.96 ± 3.50 
1067 ± 20.9 
1054 ± 59.7 
1001 ± 16.4 
1011 ± 12.1 
975 ± 12.1 
1061 ± 41.0 
1041 ± 16.1 
1071 ± 25.0 
1070 ± 25.7 
1042 ± 21.3 
1051 ± 11.0 
1044 ± 17.6 
73.34 ± 1.41 
76.76 ± 6.20 
66.88 ± 4.66 
62.72 ± 2.19 
67.18 ± 2.27 
57.28 ± 5.54 
76.86 ± 3.64 
73.61 ± 2.00 
62.49 ± 0.70 
59.99 ± 2.44 
51.68 ± 0.36 
55.78 ± 1.64 
1232 ± 22.2 
1228 ± 58.0 
1157 ± 18.9 
1161 ± 12.2 
1129 ± 5.31 
1212 ± 44.2  
1210 ± 15.2 
1237 ± 27.4 
1225 ± 29.6 
1194 ± 21.7 
1200 ± 8.46 
1193 ± 14.1  
94.7 ± 0.20  
94.5 ± 0.87 
94.9 ± 0.34 
94.8 ± 0.05 
94.8 ± 0.27 
94.8 ± 0.17 
94.6 ± 0.22 
94.7 ± 0.10 
94.7 ± 0.12 
94.8 ± 0.18 
94.7 ± 0.22 
94.5 ± 0.65 
Ø, Diámetro de la criba; T, Temperatura del batido; t, tiempo de batido; a, Valor medio ± SD. 
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Tabla VIII.3.1b. Efecto de las condiciones de preparación de la pasta: grado de molienda, tiempo y temperatura del batido en el 
contenido de los esteroles minoritarios del aceite de oliva virgen de la variedad ‘Picual’. 


































Ø 4 mm. T 20 ºC t 20 min. 
Ø 4 mm. T 20 ºC t 40 min. 
Ø 5 mm. T 20 ºC t 20 min. 
Ø 5 mm. T 20 ºC t 40 min. 
Ø 6 mm. T 20 ºC t 20 min. 
Ø 6 mm. T 20 ºC t 40 min. 
Ø 4 mm. T 30 ºC t 20 min. 
Ø 4 mm. T 30 ºC t 40 min. 
Ø 5 mm. T 30 ºC t 20 min. 
Ø 5 mm. T 30 ºC t 40 min. 
Ø 6 mm. T 30 ºC t 20 min. 




1.65  ± 0.05 
2.50 ± 1.68 
1.59 ± 0.17 
1.95 ± 0.40 
1.93 ± 0.42 
5.23 ± 3.44 
2.34 ± 0.25 
2.26 ± 0.66 
2.00 ± 0.21 
2.09 ± 0.28 
2.98 ± 1.99 
0.71 ± 0.26 
0.34 ± 0.39 
0.17 ± 0.22 
0.20 ± 0.14 
0.05 ± 0.11 
0.06 ± 0.12 
0.12 ± 0.16 
0.34 ± 0.27 
0.28 ± 0.32 
0.15 ± 0.18 
0.00 ± 0.00 
0.17 ± 0.35 
3.22 ± 0.56 
2.53 ± 0.64 
1.96 ± 0.37 
2.06 ± 0.14 
2.31 ± 0.28 
1.57 ± 0.22 
2.72 ± 0.20 
2.88 ± 0.20 
2.32 ± 0.28 
1.97 ± 0.38 
1.57 ± 0.19 
1.76 ± 0.22 
1.11 ± 0.09 
1.60 ± 0.63 
1.35 ± 0.38 
1.07 ± 0.18 
1.32 ± 0.05 
1.36 ± 0.24 
1.24 ± 0.06 
1.14 ± 0.07 
1.22 ± 0.22 
1.31 ± 0.16 
1.19 ± 0.02 
1.28 ± 0.23 
14.18 ± 1.41  
13.84 ± 1.15 
13.88 ± 0.74 
14.22 ± 1.07 
12.98 ± 0.67 
13.93 ± 0.77 
13.10 ± 0.70 
14.22 ± 0.48 
14.40 ± 0.76 
14.04 ± 0.83 
13.78 ± 0.41 
14.01 ± 1.03 
6.62 ± 0.28 
10.2 ± 6.99 
9.85 ± 2.64 
7.16 ± 0.70 
9.64 ± 2.78 
12.3 ± 4.21 
8.02 ± 2.83 
6.65 ± 0.47 
8.08 ± 0.09 
9.88 ± 2.09 
9.15 ± 0.38 
9.71 ± 1.83 
5.45 ± 0.36 
5.96 ± 0.48 
6.70 ± 1.73 
5.34 ± 0.32 
5.56 ± 1.12 
5.26 ± 0.37 
6.02 ± 0.70 
6.00 ± 0.28 
5.49 ± 0.78 
5.49 ± 0.73 
7.53 ± 4.51 
5.43 ± 0.56 
3.05 ± 0.14 
3.12 ± 0.88 
3.09 ± 0.25 
3.34 ± 0.15 
2.99 ± 0.26 
3.52 ± 0.37 
2.87 ± 0.14 
2.69 ± 0.20 
3.22 ± 0.30 
3.10 ± 0.23 
3.37 ± 0.14 
3.43 ± 0.29 
5.76 ± 0.32 
5.64 ± 0.76 
5.15 ± 0.33 
5.40 ± 0.29 
5.02 ± 0.23 
5.19 ± 0.74  
5.62 ± 0.74 
6.16 ± 0.31 
6.16 ± 0.19 
5.65 ± 0.66 
6.05 ± 0.56 
5.93 ± 1.18 
Ø, Diámetro de la criba; T, Temperatura el batido; t, tiempo d  batid ; a, Valor medio ± SD. 
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Para establecer el efecto de cada uno de los variables de la fase de 
preparación de la pasta en la composición de la fracción esterólica y 
el contenido total de esteroles se ha calculado el porcentaje de 
variabilidad explicada a partir de los resultados del ANOVA (Tabla 
VIII 3.2) para los principales esteroles y contenido total. El diámetro 
de criba presento un efecto significativo (P ≤ 0.0001) para el 
contenido de 24–Metilencolesterol, Δ5–Avenasterol y Esteroles 
Totales. El contenido de β–Sitosterol, Δ5–Avenasterol, Δ7–
Avenasterol y Esteroles totales estuvo influenciado por la 
temperatura del batido. Por otro lado, el tiempo de batido afectó al 
contenido de Colesterol y Δ5–Avenasterol del aceite de oliva virgen 
presentando una significancia de P ≤ 0.05. 
 
El grado de molienda fue principal fuente de variación para el 24–
Metilencolesterol, Δ5–Avenasterol y el contenido total de esteroles 







Tabla VIII.3 2. Porcentaje de variabilidad explicada por las condiciones de preparación de la pasta para algunos esteroles 
presentes en el aceite de oliva virgen de la variedad ‘Picual’. 
Condiciones de 



















Diámetro de criba (Ø) (mm) 
Temperatura (T) (ºC) 
Tiempo (t) (min) 
(Ø) (mm) × T (ºC) 
(Ø) (mm) × t (min) 
T (ºC) × t (min) 






































































































Error 59.3 26.2 73.1 39.2 10.1 65.9 34.9 
NS – no significativo    * – P ≤ 0.05,  ** – P ≤ 0.01, *** – P ≤ 0.0001 
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En la Tabla VIII.3.3 se muestran los valores medios de los esteroles 
mayoritarios y minoritarios del aceite de oliva, que se ven afectados de 
forma significativa por el grado de molienda. 
 
Tabla VIII.3.3. Efecto del grado de la molienda en el contenido de esteroles 
del aceite de oliva virgen de la variedad ‘Picual’. 
Esteroles 
(mg/kg) 
Diámetro de criba 





























Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P ≤ 0.05) 
 
Como se observa en la Tabla VIII.3.3 el contenido de Brasicasterol, 24–
Metilencolesterol, Campesterol, β–Sitosterol, ∆5–Avenasterol y Esteroles 
totales son significativamente más elevados cuando las aceitunas se 
trituraron con la criba del diámetro más pequeño. 
 
El comportamiento del ∆7–Estigmastanol fue diferente, aumentando su 
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contenido con el grado de molienda, alcanzando diferencias significativas 
(P ≤ 0.01) entre el tamaño de criba más pequeña y el mayor. 
 
Stiti et al. (2010) y Guillaume et al. (2011) han demostrado que la mayoría 
de los esteroles del aceite de oliva se encuentran en la drupa y en el hueso 
de la aceituna, por tanto el proceso de la molienda es un factor muy 
importante para liberar el mayor contenido de esteroles que se encuentran 
en el fruto. No obstante, existen pocos trabajos sobre la influencia de la 
molienda en el contenido de estos compuestos en el aceite de oliva. 
Guillaume et al. (2011) describieron un claro efecto de la molienda para 
aumentar el contenido total de los esteroles del aceite de oliva, sin 
embargo, en los trabajos realizados por Cert et al. (1999) el grado de la 
molienda no influyo en el contenido de estos compuestos. 
 
Las condiciones de batido ejercen un efecto diferente en los esteroles 
presentes en el aceite de oliva virgen (Tablas VIII 3.1 a y b). Así, la 
temperatura de batido ha mostrado un efecto significativo sobre β–
Sitosterol, Δ5–Avenasterol, Δ7–Avenasterol y Esteroles Totales, como se 
puede observar en la Tabla VIII.3.4. El contenido de β–Sitosterol y ∆7–
Avenasterol fueron significativamente más altos cuando el batido se llevó a 
cabo a 30 ºC, mientras que ∆5–Avenasterol y Esteroles totales mostraron un 
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Tabla VIII.3.4. Influencia de la temperatura de batido de la pasta en el contenido en 
esteroles del aceite de oliva virgen de la variedad ‘Picual’. 
Esteroles 
(mg/kg) 
Temperatura del batido 













Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P ≤ 0.05) 
 
Al igual que la temperatura, el tiempo de batido ha ejercido una influencia 
significativa en el contenido de algunos esteroles del aceite de oliva: 
Colesterol, 24–Metilencolesterol y Δ5–Avenasterol. Estos compuestos 
mostraron un incremento significativo de su contenido al reducir la duración 
del batido de la pasta (Tabla VIII.3.5). 
 
Tabla VIII.3.5. Influencia del tiempo del batido de la pasta de aceituna en el 
contenido en esteroles del aceite de oliva virgen de la variedad ‘Picual’. 
Esteroles 
(mg/kg) 
Tiempo del Batido 










Letras diferentes en la misma fila indican la diferencia significativa (P ≤ 0.05) 
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Además de los factores, por separado, la interacción entre tiempo y 
temperatura mostro un efecto significativo en el contenido de Colesterol, 
24–Metilencolesterol, β–Sitosterol, Δ5–Avenasterol y Esteroles Totales del 
aceite. Se observó que para Colesterol, 24–Metilencolesterol, se 
aumentaran los contenidos cuando se utilizaron temperaturas bajas y 
tiempos te batido cortos (Tabla VIII 3.6). 
 
Tabla VIII 3.6. Efecto de la interacción de la temperatura y el tiempo de batido de la 
pasta en el contenido en Colesterol, 24–Metilencolesterol, del aceite de oliva virgen 








20 ºC x 20 min 
30 ºC x 20 min 
20 ºC x 40 min 









Letras diferentes en la misma fila indican la diferencia significativa (P ≤ 0.05) 
 
Sin embargo, para β–Sitosterol y Esteroles Totales el efecto de la 
interacción es el inverso ya que se obtienen valores significativamente más 
elevados cuando se emplean temperaturas bajas y se reduce el tiempo de 
batido (Tabla VIII 3.7). 
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Tabla VIII 3.7. Efecto de la interacción de la temperatura y el tiempo de batido de la 
pasta en el contenido en β–Sitosterol y Esteroles Totales del aceite de oliva virgen 







20 ºC x20 min 
20 ºC x 40 min 
30 ºC x 40 min 









Letras diferentes en la misma fila indican la diferencia significativa (P ≤ 0.05) 
 
En la Tabla VIII 3.8 se muestra el efecto de la interacción entre grado de 
molienda y temperatura de batido, para Campesterol, β–Sitosterol, Δ5–
Avenasterol. Estos compuestos mostraron contenidos significativamente 
más elevados cuando se empelaron grados de molienda de menor tamaño 
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Tabla VIII.3.8. Influencia de interacción entre el grado de molienda y la temperatura 
del batido en el contenido en esteroles del aceite de oliva virgen de la variedad 
‘Picual’. 
Grado de 
















(Ø) 4 mm × 20 ºC 
(Ø) 4 mm × 30 ºC 
(Ø) 5 mm × 20 ºC 
(Ø) 5 mm × 30 ºC 
(Ø) 6 mm × 20 ºC 



























1 Letras diferentes en la misma columnas indican diferencias significativas (P ≤ 0.05) 
 
Al mismo tiempo, la interacción entre el grado de la molienda y el tiempo de 
batido presento diferencias significativas para el contenido de Colesterol, β–








RESULTADOS                                                                                        CAPITULO III 
140 
Tabla VIII.3.9. Efecto de la interacción entre el grado de molienda y del tiempo del 
batido para el contenido en esteroles del aceite de oliva virgen de la variedad 
‘Picual’ 
Grado de molienda 










(Ø) 4 mm × 20 min 
(Ø) 4 mm × 40 min 
(Ø) 5 mm × 20 min 
(Ø) 5 mm × 40 min 
(Ø) 6 mm × 20 min 





 2.38 ab 
1.79 b 
2.02 b 
 2.45 ab 
1054 a 
1062 a 
  1036 ab 
  1027 ab 
1013 b 
 1052 ab 
  1221 ab 
1233 a 
  1191 bc 
1178 c 
1165 c 
   1202 abc 
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P ≤ 0.05) 
 
Como se observa en los resultados obtenidos, las condiciones de la 
preparación de la pasta influyen de forma significativa en la composición 
cualitativa y cuantitativa de los esteroles en el aceite de oliva. La interacción 
de todas condiciones de preparación de la pasta (molienda y batido) han 
demostrado un efecto significativo sobre el contenido de 24–
Metilencolesterol, Δ5–Avenasterol y Esteroles totales obteniendo una 
significación de P ≤ 0.01.  
 
Diferentes autores describen que para obtener mayores contenidos en 
componentes minoritarios en el aceite de oliva, las temperaturas del batido 
no deben superar los 35 ºC (Petrakis, 1994). Asimismo, los resultados 
obtenidos en este trabajo mostraron unos niveles más elevados de 
esteroles de aceite de oliva virgen cuando las temperaturas de batido 
fueron 30 ºC. Además, se ha observado que el contenido de ∆5–
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Avenasterol es más elevado cuando se utilizan temperaturas bajas, estos 
resultados están en acuerdo a los obtenidos por Koutsaftakis et al. (1999) y 
Guillaume et al (2011). Estos autores en sus trabajos demuestran que en 
temperaturas de batido por encima de 45 ºC se reduce el contenido de ∆5–
Avenasterol, y se aumenta el contenido de Estigmasterol y el ratio de 
Campesterol/Estigmasterol. El ratio Campesterol/Estigmasterol es un 
parámetro que valora la calidad del aceite de oliva establecido por el 
Reglamento CEE, (2003). Por tanto, observando a los resultados obtenidos, 
las temperaturas óptimas para obtener el contenido de Campesterol y 
Estigmasterol dentro de los límites establecidos no deben pasar a los 30 ºC. 
 
Asimismo, el contenido de los esteroles en el aceite de oliva se vio 
influenciado también por los tiempos de batido. Los resultados obtenidos en 
este estudio y los trabajos previo realizados por Guillaume et al. (2011), 
obtiene como conclusión que los tiempos más largos de batidos reducen el 




Los resultados de este estudio han puesto de manifiesto la influencia de las 
condiciones de preparación de la pasta de aceituna en la composición de la 
fracción esterólica en el aceite de oliva virgen de la variedad ‘Picual’. La 
etapa de molienda es el principal factor determinante del contenido de 
esteroles en el aceite de oliva virgen, por encima de batido. Para 
incrementar el contenido en esteroles del aceite de oliva virgen es 
importante que el fruto se molture con un grado de molienda menor, con el 
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fin de liberar todo el contenido de esteroles que se encuentran en el fruto y 
favorecer su solubilización en el aceite. 
 
En cuanto a las condiciones del batido, se observó que regulando la 
temperatura y el tiempo de batido la fracción esterólica varía en su 
contenido. Se obtuvo un incremento en el contenido de esteroles 
mayoritarios a una temperatura de 30 ºC. El tiempo de batido medido en 
menor grado en el contenido de los principales esteroles en aceite de oliva, 
que aumentaron cuando el tiempo de batido se redujo a 20 min. 
 
En definitiva, esta información es de gran interés no solo por modular la 
fracción esterólica desde el punto de interés nutricional, sino también como 
herramienta por regular los esteroles del aceite cuando se encuentren en 
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VIII.4. Capítulo IV. Evaluación de la actividad 






























Los esteroles en estos últimos años han suscitado gran interés por sus 
propiedades bioactivas. En este trabajo se ha estudiado la capacidad 
antioxidante de los fitoesteroles valorada mediante diferentes métodos. 
Los métodos utilizados para valorar la actividad antioxidante fueron: 
ABTS, DPPH, ORAC, blanqueamiento del β–Caroteno, la actividad 
quelante de Cu+ así como la estabilidad oxidativa de los aceites para 
realizar este trabajo se evaluaron para los métodos ‘in vitro cuatro’ 
esteroles más abundantes en el aceite de oliva: β–Sitosterol, Δ5–
Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol. En el caso de la estabilidad 
oxidativa se utilizó extracto esterólico comploto. 
 
A partir de los resultados obtenidos, los fitoesteroles evaluados 
presentaron una actividad antioxidante moderada. Si bien para algunos 
métodos como ORAC el comportamiento de los esteroles fue el propio 
de un compuesto prooxidante. Tanto β–Sitosterol como Campesterol 
no presentaron actividad antioxidante con los métodos analizados. ∆5–
Avenasterol y Estigmasterol han mostrado actividad antioxidante con 
tres de los métodos utilizados. 
 
Finalmente, el extracto de la fracción esterólica dio lugar a un ligero 








Los fitoesteroles (esteroles vegetales) son componentes naturales de 
las plantas y forman parte del grupo de los isoprenoides. Los 
fitoesteroles juegan funciones esenciales en las células vegetales, al 
regular la fluidez y la permeabilidad de las membranas celulares, 
actuando como precursores biogenéticos de los compuestos que 
intervienen en el crecimiento de las plantas. Además, son sustratos 
para la síntesis de numerosos metabolitos secundarios de las plantas 
como los glicoalcaloides y saponinas (Hartmann, 1998). 
 
Por este motivo, están presentes normalmente en la dieta. Se estima 
que la ingesta diaria de fitoesteroles, que obviamente es muy variable 
ya que depende de los hábitos alimentarios de la población, se 
encuentra en un rango entre 160 y 500 mg/día (Pollak y Kritchevsky, 
1981). 
 
Hoy en día se conocen alrededor de 200 esteroles, aunque los más 
abundantes en la dieta son β–Sitosterol, ∆5–Avenasterol, Campesterol 
y Estigmasterol (Figura. VIII 4.1) (Peter y Awad, 2007). Los fitoesteroles 
se pueden encontrar en forma saturada denominados “estanoles”, 
siendo el más conocido de esta familia el Sitostanol, y/o en forma libre 
esterificada con los ácidos grasos y los glucósidos (Quilez, et al., 2003).  
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Figura VIII 4.1. Estructura química de los principales esteroles del aceite de 
oliva. 
 
Los esteroles se caracterizan por poseer diferentes actividades 
biológicas y propiedades físicas. Los fitoesteroles en particular, son 
unos compuestos de gran importancia para la salud y nutrición 
humana, utilizándose además como suplementos de la cosmética y 
como precursores de hormonas farmacéuticas (Clark, 1996). 
 
En los últimos años se han descrito para los fitoesteroles una gran 
variedad de efectos fisiológicos. Se les atribuye propiedades 
antiinflamatorias, antitumorales, bactericidas y fungicidas (Ling y Jones, 
1995). Sin embargo, el efecto mejor caracterizado y científicamente 
demostrado es el efecto hipocolesterolémico, tanto a nivel del colesterol 
total como del colesterol-LDL (Pollak y Kritchevsky, 1981). 
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Además, algunos autores han estudiado su efecto antioxidante en 
aceites y grasas (Gordon y Magos, 1983; White y Armstrong 1986; 
Titan y White, 1994; Kochhar, 2000; Wang et al., 2002), 
descubriéndose su efecto inhibidor en los procesos oxidativos de los 
aceites durante el proceso de la fritura (White y Armstrong 1986). 
 
La presencia de un grupo “etilen” en la posición del carbono 24 de la 
estructura les confiere actividad antioxidante (Gordon y Magos, 1983) 
mientras que β–Sitosterol, Campesterol y Estigmasterol, que son los 
fitoesteroles más abundantes en la naturaleza no muestran esta 
tendencia. Por otro lado, se ha observado que debido a la presencia de 
los grupos hidroxilo de carácter hidrófilo y dobles enlaces en su 
estructura química, los fitoesteroles son susceptibles a la oxidación 
(Bortolomeazzi et al., 2003; Dutta, 1997; Grandgirard et al., 2004; 
Soupas et al., 2004). 
 
El objetivo de este trabajo ha sido la evaluación de la capacidad 
antioxidante de los fitoesteroles principales del aceite de oliva valorada 
mediante diferentes métodos de medida de la actividad antioxidante ‘in 
vitro’, así como el efecto de la fracción esterólica en la estabilidad del 
aceite de oliva.  
 
Material y Métodos 
 
Materiales: β–Sitosterol (97%), ∆5–Avenasterol (94%), Campesterol 
(65%), Estigmasterol (93%), ABTS (ácido 2.2–azino–bis 3–
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etilenbenzotiazolin–6–sulfato), K2S2O8 (persulfato potásico), CuSO4, 
Trolox (6–hidroxi–2.5.7.8–tetrametilcromo–2 ácido carboxílico 97%), 
DPPH (2.2–difenil–1–picrilhidrazil), α–Tocoferol (96%), AAPH (2.2–
azobis–(2–metilpropionamidine dihidroclorid) 97 %, ácido linoleico, β–
Caroteno, Tween 20, etanol 96%, BHT (2.6–di–tert–butil–4–metilfenol), 
alumina neutral tipo 507 ºC, aceite de oliva virgen (‘Picual’ cv.) obtenido 
en la almazara experimental del Centro IFAPA Venta del Llano, 
Mengíbar, extracto de fitoesteroles de aceite de oliva. 
 
a) Método DPPH. 
 
El test DPPH está basado en la capacidad del radical libre 2.2-difenil-1-
picrilhidrazil, de reaccionar con el H- donador del antioxidante 
descendiendo la absorbancia. 
 
Para la medida de la actividad antioxidante de los fitoesteroles se ha 
utilizado el método descrito por Brand-Williams et al. (1995) con 
algunas modificaciones. Se prepara una solución etanólica 100 μM de 
DPPH que se ha mezclado con diferentes concentraciones de los 
fitoesteroles disueltos en etanol. Las concentraciones utilizadas 
dependerán de la relación entre moles antioxidante / moles DPPH que 
serán inicialmente de 0.06 – 0.13 – 0.25 – 0.50 y 1. α-Tocoferol se ha 
utilizado como antioxidante de referencia, como control se ha utilizado 
una muestra sin antioxidante. El protocolo consiste en añadir 150 μM 
de DPPH en 96 pocillos con la ayuda de una pipeta multicanal 
añadiéndose rápidamente 50 μM de los compuestos a ensayar y α-
tocoferol. 
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El descenso de la absorbancia se ha medido a 520 nm de forma 
inmediata en un lector de placas (TECAN, GENios Plus) cada 5 
minutos a 30 ºC durante 2 horas. Cada determinación se ha llevado a 
cabo por triplicado. 
 
Los resultados se expresan como el porcentaje de la actividad 
captadora de radicales libres, utilizando la fórmula: 
 
% inhibición = [(AC(O) – AA (t)) /AC (0)] × 100 
 
Dónde: 
AC(O) – Absorbancia del control a tiempo 0  
AA (t) – Absorbancia de la muestra a tiempo t 
b) Método de ABTS. 
 
El test del ABTS es uno de los métodos mas utilizados, este método se 
describió por primera vez por Rice-Evans y Miller. (1996). Se basa en la 
medida de descenso de la absorbancia del radical libre del ABTS 
producido por la oxidación de 2.2-azino-bis3-etilenbenzotiazolin-6-
sulfónico.  
 
En este trabajo se ha utilizado el protocolo modificado por Re et al. 
(1999). El radical de ABTS se obtiene tras la reacción de ABTS+ (0.5 
mM) con persulfato potásico (K2S2O8 6.89 mM) incubado a temperatura 
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ambiente (25 ºC) en oscuridad durante 16 horas. Una vez formado el 
radical ABTS+, se diluye en agua miliQ hasta obtener un valor de 
absorbancia alrededor de 0.7 (± 0.1) a 734 nm. 
 
Los fitoesteroles y el Trolox (antioxidante de referencia) se diluyeron en 
etanol a una concentración inicial de 10 mM. Para obtener las 
concentraciones de 6.25 – 12.5 – 25 – 50 – 100 – 400 – 800 μM, los 
compuestos se diluyeron con agua miliQ. 
 
En una placa de 96 pocillos se añadieron 20 μM de cada esterol, 
Trolox, blanco (agua miliQ) y control (etanol 80%) e inmediatamente se 
añadió 280 μL de ABTS+. La absorbancia a 734 nm se midió de forma 
continua cada 5 minutos a 30 ºC durante 120 minutos utilizando un 
lector de placas (TECAN, GENios Plus). Cada concentración de esterol 
se ha analizado por triplicado. 
 
Los resultados se expresan como porcentaje de la actividad captadora 
de radicales libres, y la fórmula utilizada es: 
 
% inhibición = [(AC(O) – AA (t)) /AC (0)] × 100 
Dónde: 
AC(O) – Absorbancia del control a tiempo 0  
AA (t) – Absorbancia de la muestra a tiempo t 
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c) Test ORAC. 
 
El test ORAC se describió por primera vez por Guo et al. (1997) y 
consiste en el descenso de la fluorescencia de una proteína R-
ficoeritrina (PE) en presencia de un radical peróxido. Se ha observado 
que por acción de un antioxidante el descenso de la fluorescencia es 
más lento. 
 
La determinación del ORAC se ha llevado a cabo mediante el método 
descrito por Prior et al. (2003) con algunas modificaciones. Los 
fitoesteroles y el Trolox se disolvieron en etanol 96% a una 
concentración inicial de 10 mM y después, se diluyeron en una solución 
tampón PBS hasta conseguir diferentes concentraciones (6.25 – 12.5 – 
25 – 50 – 100 – 400 – 800 mM). El ensayo se ha determinado en 
placas de 96 pocillos con un volumen final de 160 μL. 
 
La fluoresceína (48 nM) se mezcló con diferentes concentraciones de 
fitoesteroles y el estándar (Trolox). La placa se incubó durante 15 
minutos a 37 ºC. El ensayo comenzó al añadir el APPH+ (100 mM). La 
medida de la fluorescencia se llevó a cabo en un lector de placas 
TECAN, GENios Plus (Ex λ 485 / Em λ520) cada 5 minutos a 37 ºC 
durante 2 horas. Cada determinación se llevó a cabo por triplicado. 
 
Los resultados se calcularon a partir de la diferencia en la área bajo de 
la curva (AUC) entre el blanco y cada compuesto. La fórmula para 
calcular el AUC es la siguiente: 
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AUC = 1 + f1/f0+f2/f0+f3/f0+f4/f0+······+fn/f0 
 
Los resultados se expresan en micro molar de equivalente de Trolox 
(TE) y se calcula utilizando la ecuación de la recta de la curva estándar. 
 
TE = (Y – b)/m 
 
Dónde: 
Y – es AUC NET (AUC muestra – AUC control)  
b – es el R2 de la ecuación  
m – es la pendiente  
 
d) Blanqueamiento del β-caroteno. 
 
El test se basa en el blanqueo del β-caroteno durante la auto-oxidación 
de una emulsión de ácido linoleíco y como consecuencia el descenso 
de la absorbancia (Miller, 1971). La acción de los antioxidantes (Von 
Gadov et al., 1997) o de unos extractos naturales (Moure at al., 2000) 
causan el retraso de este descenso de absorbancia del β-caroteno. 
 
El protocolo utilizado para determinar la actividad de los fitoesteroles 
fue el descrito por Amin et al. (2004) con algunas modificaciones. Este 
método consiste en la preparación de un 1 mL de - caroteno (0.2 
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mg/mL en cloroformo) que se añade al balón que contiene 20 μL de 
ácido linoleico y 200 μL de Tween 20, la muestra se evapora en 
rotavapor a 40 ºC durante 10 min. Una vez evaporado el cloroformo, se 
añadió 100 mL de agua miliQ poco a poco agitándose hasta la 
obtención de una emulsión. 
 
En tubos de ensayo conteniendo 200 μL de fitoesteroles, BHT 
(antioxidante estándar) y etanol 70% (como control) en diferentes 
concentraciones (6.25 – 12.5 – 25 – 50 – 100 mM) diluidos en etanol 70 
%, se añadieron 4 mL de la emulsión. Los tubos del ensayo se agitan y 
se disponen a 45 ºC durante 2 horas. 
 
La absorbancia se mide en 470 nm (VARIAN Cary 50-BIO UV-Visible 
Spectrophotometer) en el momento inicial (t = 0) frente a un blanco, 
que consiste en una emulsión sin β-caroteno, con un intervalo de 
tiempo de 15 minutos durante un total de 120 minutos. Todas las 
concentraciones fueron analizadas por triplicado. 
 
La actividad antioxidante (AA) se expresa como porcentaje de 
inhibición y se calcula con la siguiente ecuación: 
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A0 y Aº0 – son valores de la absorbancia medida en el tiempo de 
incubación inicial de la muestras y control respectivamente. 
At y Aºt – son los valores de la absorbancia medida en el tiempo 120 
minutos de la muestra y control. 
 
e) Test Rancimat. 
 
Para medir la actividad antioxidante de los fitoesteroles con el método 
de Rancimat se ha utilizado un aceite de oliva virgen de cv. ‘Picual’. El 
aceite de oliva se ha purificado con alumina activada a 200 ºC 
utilizando el método descrito por Yoshida et al. (1992) para eliminar 
antioxidantes naturales.  
 
Para comprobar la composición de la matriz se llevaron a cabo las 
siguientes determinaciones: el contenido en polifenoles totales 
(Vázquez – Roncero et al., 1973), tocoferoles mediante HPLC (IUPAC, 
1992) y la composición de los esteroles según método de análisis 
descrito en Reglamento CEE. (2003).  
 
La obtención del extracto de esteroles del aceite se realizó 
saponificando el aceite de oliva virgen, se extrajo la fracción 
insaponificable y se eliminó el disolvente. 
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Posteriormente, se separó la fracción esterólica mediante 
cromatografía de capa fina. El extracto final se obtuvo re disolviendo los 
esteroles en etanol. 
 
La estabilidad oxidativa fue evaluada con un equipo Rancimat (Modelo 
743, Metrohm Co. Basilea, Suiza). El aceite purificado se enriqueció 
aumentando diferentes concentraciones de extracto de fitoesteroles 
(500 – 1000 – 2000 mg/kg). La medida de la estabilidad oxidativa se 
llevó a cabo sobre 3 g de aceite, a 80 ºC y un flujo de aire de 10–12 
L/h.  
 
Los resultados se expresaron como tiempo de inducción (IT) en horas, 
correspondiente a la estabilidad de la matriz de lípidos evaluados. 
Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. 
 
f) Medida de actividad quelante de Cu2+. 
 
Para valorar la actividad antioxidante de los esteroles con el método de 
la actividad quelante de Cu 2+ se utilizó el método descrito por Rahman 
et al. (1990). 
 
Para este trabajo se han utilizado 50 μM de β–Sitosterol, ∆5–
Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol añadiendo diferentes 
concentraciones de CuSO4 (25 – 50 – 100 μM). La absorbancia se midió 
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en el rango de 200 – 600 nm, utilizando un espectrofotómetro Cary 50-
BIO UV-Visible Spectrophotometer (Varían, España). 
Los compuestos se disolvieron en etanol 96%, y el CuSO4 se disolvió 
en agua MiliQ. Los espectros se compararon con las muestras sin 
cobre. El aumento de la concentración de metales causa la disminución 
de la amplitud del pico de absorbancia. Los resultados se expresan con 
el descenso de la absorbancia del metal cuando se aumentó la 
concentración del compuesto. Todas las concentraciones fueron 
analizadas por triplicado. 
 
g) Análisis estadísticos  
 
En las Tablas y en las Figuras los resultados se han expresado como 




a) Valoración de la actividad captadora de radicales libres mediante el 
método de DPPH. 
 
A la vista de los resultados mostrados en la Tabla VIII 4.1, se puede 
indicar que los fitoesteroles poseen una capacidad muy débil de 
capturar al radical de DPPH. A su vez, los fitoesteroles presentaron una 
actividad antioxidante diez veces menor respecto al antioxidante de 
referencia α-Tocoferol. 
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Tabla. VIII 4.1. Porcentaje de actividad captadora de radicales libre de los principales esteroles del aceite de oliva (β–Sitosterol, 
∆5–Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol) medida mediante reducción del radical DPPH. α – Tocoferol fue usado como 




















5.20 ± 0.01ª  
8.02 ± 0.00 
14.4 ± 0.01 
28.2 ± 0.01 
52.5 ± 0.02 
1.88 ± 0.00 
1.38 ± 0.00 
1.00 ± 0.01 
0.60 ± 0.01 
0.47 ± 0.01 
1.20 ± 0.00 
1.60 ± 0.00 
1.87 ± 0.01 
1.80 ± 0.01 
1.37 ± 0.00 
1.06 ± 0.00 
1.18 ± 0.01 
1.29 ± 0.01 
1.47 ± 0.01 
5.11 ± 0.09 
4.82 ± 0.07 
4.46 ± 0.08 
4.13 ± 0.08 
4.94 ± 0.10 
4.73 ± 0.06 
a, Media ± SD (n = 3) 
los datos se analizaron a triplicado 
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Como se puede observar en la Tabla VIII 4.1 todos los esteroles 
presentaron valores de actividad antioxidante muy similares entre ellos, 
solo en el caso de Estigmasterol se obtuvieron valores más elevados. 
 
En el caso del  β–Sitosterol baja su actividad al aumentar la 
concentración, mientras Campesterol mostro una actividad similar al α 
– Tocoferol cuando se aumentaron las concentraciones. 
 
b) Actividad captadora de radicales libres de los esteroles mediante el 
método ABTS. 
 
En la Tabla VIII 4.2 se muestran los resultados de la actividad 




Tabla. VIII 4.2. Porcentaje de actividad captadora de radicales libre (β–Sitosterol, ∆
5
–Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol) 
medido mediante la decoloración del ABTS 
+




















1.2 ± 0.02ª  
2.7 ± 0.01 
3.1 ± 0.00 
5.1 ± 0.01 
10.3 ± 0.01 
0.06 ± 0.01 
─ 
1.08 ± 0.01 
0.29 ± 0.00 
─ 
0.39 ± 0.00 
1.25 ± 0.00 
0.64 ± 0.00 
─ 
0.99 ± 0.00 
0.30 ± 0.00 
1.21 ± 0.07 
0.66 ± 0.02 
0.83 ± 0.01 
─ 
─ 
5.42 ± 0.01 
1.25 ± 0.08 
0.71 ± 0.01 
0.65 ± 0.01 
a, Media ± SD (n= 3)  
 – Índica que no se detecto capacidad captadora de los radicales libre 
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El β–Sitosterol, no presentó ninguna actividad antioxidante, mientras 
que ∆5–Avenasterol y Campesterol presentaron una actividad 
antioxidante muy débil. Estigmasterol mostró la actividad antioxidante 
más elevada a una concentración de 12.5 μM, para disminuir a 
concentraciones mayores.  
 
c) Actividad captadora de radicales libres valorada mediante el método 
de ORAC 
 
En la Figura VIII 4.2 se presentan los resultados de la capacidad 
antioxidante de los fitoesteroles medida mediante el método ORAC. En 
general, los fitoesteroles analizados no presentaron actividad 
antioxidante, solo β–Sitosterol mostró cierta actividad antioxidante a 
100 μM. Para concentraciones superiores a 100 μM (datos no 
mostrados) ningún esterol de los evaluados mostró actividad 
antioxidante. Por tanto, los esteroles evaluados no presentaron efecto 
antioxidante frente a los radicales peróxidos. 
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Figura VIII 4.2. Actividad captadora de radicales libres del β–Sitosterol, Δ
5 
Avenasterol, Campesterol y Estigmasterol mediante el método ORAC 
 
d) Actividad antioxidante mediante el método del Blanqueamiento del β 
– Caroteno.  
 
Los resultados mostraron que (Tabla VIII 4.3), no todos los compuestos 
analizados fueron capaces de inhibir la formación de radicales libres 
catalizada por H2O2. Como se puede observar en la Tabla VIII 4.3, el 
∆5–Avenasterol y Estigmasterol presentaron una actividad antioxidante 
baja, mientras que los otros dos fitoesteroles no exhibieron efecto 




Tabla. VIII 4.3. Actividad antioxidante (expresado con porcentaje de inhibición de la cadencia) de los esteroles del aceite de oliva 






















49.1 ± 2.1 
72.3 ± 0.9 
81.3 ± 0.3 







29.7 ± 1.40 
13.5 ± 4.50 
1.38 ± 4.5 
2.49 ± 5.4 
─ 
─ 
0.64 ± 5.1 
─ 
─ 
18.5 ± 1.30 
2.03 ± 3.50 
─ 
2.57 ± 2.90 
1.22 ± 4.30 
a, Media ± SD (n: 3) 
– Índica que no se detecto capacidad captadora de los radicales libre 
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e) Actividad quelante de Cu+ de los esteroles. 
 
En la Figura VIII 4.3, se comparan los espectros obtenidos para cada 
compuesto (50 μM) en la presencia o ausencia de CuSO4 (50 y 100 μM). 
Los esteroles presentaron un pico de absorbancia a (275 nm). La adición de 
CuSo4 provoco el descenso de la absorbancia para todos los esteroles 
analizados. β–Sitosterol, Campesterol y Estigmasterol mostraron la mayor 
capacidad quelante a bajas concentraciones. 
 
El ∆5–Avenasterol, (Figura VIII 4.3b), mostró una actividad quelante más 
alta respecto al resto de esteroles evaluados, aumentando con la 
concentración de Cu. 
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Figura VIII 4.3. Capacidad quelante de metal de los esteroles, a) β-Sitosterol, b) ∆
5
–
Avenasterol, c) Campesterol y b) Estigmasterol y frente a las diferentes 
concentraciones de CuSo4 
 
f) Estabilidad Oxidativa del aceite de oliva virgen en la presencia de los 
esteroles  
 
Para este ensayo se eliminaron de un aceite de oliva virgen extra los 
compuestos nutritivos y con capacidad antioxidante: polifenoles, tocoferoles 
y pigmentos. Este aceite fue fortificado con concentraciones crecientes de 
esteroles, adicionando diferentes cantidades de extracto esterólico. 
 
 
a) β–Sitosterol                                      b) ∆5–Avenasterol  
 
                         c) Campesterol                                                d) Estigmasterol 
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El aceite de oliva virgen de partida mostro unos niveles de esteroles totales 
por encima de los límites establecidos por la Unión Europea (CEE, 2003). 
La Tabla VIII 4.4 recoge la composición de los esteroles del aceite de oliva 
estudiado. 
 
Tabla VIII 4.4 Composición esterólica del aceite de oliva utilizado en ensayo. 
Esteroles % mg/kg 
Colesterol 
Brasicasterol 






















0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
3.0 ± 0.11 
0.5 ± 0.37 
0.5 ± 0.07 
0.9 ± 0.01 
86.8 ± 0.22 
0.1 ± 0.03 
6.5 ± 0.22 
1.0 ± 0.11 
0.2 ± 0.03 
0.5 ± 0.06 
1.47 ± 1.3 
0.0 ± 0.0 
0.0 ± 0.0 
63.3 ± 11 
1.96 ± 0.3 
9.23 ± 0.7 
18.8 ± 4.3 
1814 ± 414 
1.47 ± 1.3 
133.9 ± 23.9 
21.2 ± 7.8 
5.39 ± 2.6 
9.57 ± 3.6 
Esteroles Totales                                                2089 ± 485 
1 Media ± SD (n: 2) 
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La fortificación con esteroles del aceite de oliva purificado dio lugar a un 
incremento de su estabilidad oxidativa. Para un incremento en la 
concentración de 1000 mg/kg se alcanzaron los valores de estabilidad más 





Figura VIII 4.4. Efecto de la fortificación de un aceite de oliva con diferentes 




En la literatura, se describe ampliamente la necesidad de utilizar más de un 
método cuando se evalúa la capacidad antioxidante de extractos vegetales 
debido a que los antioxidantes pueden actuar por mecanismos diferentes, 
dependiendo del sistema de reacción o la fuente radicalaria (Yu et al., 
2002a). 
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Diferentes estudios han demostrado que los fitoesteroles poseen 
propiedades bioactivas. Sus efectos principales están relacionados con la 
reducción de los colesterol en la sangre (Plat y Mensink, 2002). Otros 
estudios han mostrado las propiedades de los fitoesteroles frente a 
enfermedades cardiovasculares y otras relacionadas con la inhibición de 
peroxidación de los lípidos (Van Rensburg et al., 2000). No obstante, los 
fitoesteroles presentan gran interés en estos últimos años por su efecto 
anticancerígeno (Raicht et al., 1980, Kassen et al., 2000). 
 
Los fitoesteroles están considerados como compuestos que presentan 
actividad antioxidante. Diferentes estudios han mostrado este efecto a nivel 
celular (Paniagua Pérez et al., 2008) además protegen a los lípidos frente la 
oxidación (Wang et al., 2002, Winkler y Warner, 2008, Hidalgo et al., 2009). 
En este estudio los ensayos utilizados evalúan la capacidad reductora de 
los fitoesteroles al actuar sobre radicales libres, obteniéndose una 
evaluación de un amplio rango del perfil metabólico de estos compuestos.  
 
Los resultados obtenidos en este trabajo han mostrado que los fitoesteroles 
no se pueden considerar como unos compuestos de elevado actividad 
antioxidante a diferencia del comportamiento descrito en bibliografía. Cada 
esterol estudiado en este trabajo se ha comportado en forma diferente en 
función de los métodos de medida de capacidad antioxidante utilizados.  
 
Así, se ha observado que los fitoesteroles presentan una baja actividad 
para actuar como captadores libres medido tanto con el método DPPH 
como el ABTS+. 
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Así, el β–Sitosterol demostró de ser un compuesto con actividad muy débil 
o incluso neutral, medido mediante ambos métodos. No obstante, los 
resultados obtenidos para el β–Sitosterol con el método DPPH fueron 
similares a los descritos por Ferretti et al. (2010). A pesar de esto, se 
(Jayaprakasha et al. (2007) considera el β–Sitosterol como un compuesto 
con alta actividad antioxidante. En los estudios realizados por Paniagua et 
al. (2008) el β–Sitosterol fue capaz de prevenir la mutagénesis inhibiendo la 
formación de los radicales libres medido mediante el método DPPH.  
 
Se ha estudiado la actividad quelante de los fitoesteroles con los iones 
metálicos como el hierro y el cobre, inhibiendo la oxidación de las 
lipoproteínas de baja densidad (LDL), las cuales están implicadas en la 
patogénesis de las enfermedades coronarias (Ferretti et al., 2010). En este 
trabajo se ha observado que los fitoesteroles se podrían considerar como 
antioxidantes importantes, gracias a la capacidad de su estructura de 
atrapar los métales. La mayoría de los esteroles ensayados mostraron su 
mayor actividad quelante a dosis bajos, a excepción de Δ5–Avenasterol que 
presentó la mayor actividad quelante a elevados concentraciones. Estos 
resultados se coinciden con los descritos por Ferretti et al. (2010) que 
observan como los fitoesteroles fueron capaces de proteger el LDL frente a 
la oxidación por cobre. 
 
Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, el β–Sitosterol y el 
Campesterol no presentaron en general efecto antioxidante, probablemente 
por presentar en su estructura solo un grupo metil en el carbono 24, lo que 
hace que estos esteroles sean más sensibles a la oxidación (Soupas, 
2006). 
 
TESIS DOCTORAL                                                                          ONEJDA KYÇYK 
176 
En el caso particular de Estigmasterol su estructura química presenta un 
doble enlace en el carbono 5, capaz de formar radicales libres (Gordon y 
Magos, 1983), lo que explica la ausencia de actividad antioxidante 
(Nonhebel y Walton, 1974; Gordon y Magos, 1983). Sin embargo, en este 
estudio se ha observado una actividad antioxidante baja, valorada con los 
diferentes métodos de evaluación “in vitro”. 
 
Habría de destacar, además como el ∆5–Avenasterol ha mostrado actividad 
antioxidante con más de tres métodos de los utilizados en este trabajo (Yo 
et al., 2002a). Su actividad antioxidante podría ser explicada por la 
presencia de grupo etilen en su estructura química (Gordon y Magos, 
1983). Los autores White y Armstrong (1986), han demostrado la actividad 
antioxidante del ∆5–Avenasterol durante oxidación de los aceites con alto 
contenido en ácido linoleíco además está la actividad antioxidante se ha 
confirmado cuando se ha analizado la estabilidad de diferentes aceites 
(Gordon y Magos, 1983). 
 
En aceite de oliva, los fitoesteroles son los componentes mayoritarios de la 
fracción insaponificable. Diferentes autores han mostrado que los esteroles 
con un grupo etilo como ∆5–Avenasterol tienen efectos protectores de los 
aceites cuando se someten en temperaturas muy altas (Sims, et al., 1972; 
Gordon y Magos, 1983; White y Armstrong, 1986.), sin embargo, los 
esteroles que no tienen grupo etilo como β–Sitosterol y Campesterol 
mayoritarios en aceite de oliva, muestran efectos neutrales o ligeramente 
prooxidante (Sims et al., 1972; Gordon y Magos, 1983). Esto explicaría que 
el incremento de la concentración de fitoesteroles produzca solo un ligero 
incremento de la estabilidad del aceite de oliva virgen, resultados que 
discrepan de los descritos por Cercaci et al. (2007). 




Se puede concluir que el β–Sitosterol y el Campesterol no se pueden 
considerar como compuestos de carácter antioxidante, ya que han 
mostrado en este trabajo un comportamiento neutral o ligeramente 
prooxidante. Sin embargo, el ∆5–Avenasterol y Estigmasterol han mostrado 
en más de tres de los métodos empleados de evaluación de actividad 
antioxidante, que mostraron una capacidad moderada. La concentración o 
contenido de esteroles podría influir en la estabilidad oxidativa de los 
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El aceite de oliva es un producto que presenta un elevado precio en el 
mercado, por lo que es relativamente frecuente diferentes mezclas 
fraudulentas con aceites de menor valor (Al Ismail et al., 2010). Por tanto, la 
determinación de la fracción esterólica es un parámetro muy importante en 
la detección de dichos fraudes (Chrisopoulou et al., 1996). 
 
Teniendo en cuenta la importancia bioactiva del aceite de oliva existen 
límites establecidos por el Reglamento de la CE para proteger su 
autenticidad (Chrisopoulou et al., 1996). Entre los parámetro más 
importantes para evaluar la autenticidad del aceite de oliva virgen se 
encuentra el contenido y composición de los compuestos esterólicos. No 
obstante, el contenido de esta fracción puede mostrar gran variabilidad por 
la diversidad genética y la interrelación de diferentes factores que pueden 
influir sobre ella (Sánchez et al., 2004). 
 
Entre los factores que influyen en el contenido de esteroles del aceite se 
encuentran factores agronómicos (clima, suelo y agua) (El Antari et al., 
2000; Stefanoudakis et al., 2001), la recolección de los frutos (cultivar y 
madurez) (De la Torre et al., 1985; Fiorino y Nizzi, 1991; Mariani et al., 
1991; Hajana et al., 1998; Koutsaftakis et al., 1999; Gutiérrez et al., 1999; 
Koutsaftakis et al., 2000), factores tecnológicos (almacenamiento del fruto y 
sistemas de extracción) (Koutsaftakis et al., 1999; Gutiérrez et al., 2000; 
Soledad, 2001; Salvador et el., 2003), factores geográficos (altura, latitud) 
(Durante y Matins, 1976; Christopoulou et al., 1996; Harwood y Aparicio, 
2000) y procesos industriales (refinación y extracción con disolventes) (De 
Blas et al., 1996; Reina et al., 1997; Määtta et al., 1999; Piironen et al., 
2000; Pasqualone y Catalano, 2000). 
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Además, los esteroles contribuyen en diferentes procesos bioactivos tanto 
en la planta como a nivel nutricional en humanos. Low (2000) demostró que 
los esteroles compiten con el colesterol cuando se absorben en el intestino, 
lo que le confieren un papel muy importante en proteger las LDLs frente al 
oxidación (Andrikopoulous et al., 2002). También presentan propiedades 
anticancerígenas, antiinflamatorias y antioxidantes (Berger et al., 2004). 
 
Por tanto, en esta memoria se ha estudiado la variabilidad de la 
composición en esteroles del aceite de algunas variedades principales y 
locales precedentes de diferentes países localizados en el Banco Mundial 
de Germoplasma de Córdoba, así como la influencia de las condiciones de 
la preparación de la pasta de aceitunas y la actividad antioxidante de los 
esteroles principales encontrados en el aceite de oliva. 
 
En principio en esta tesis se estudió la variabilidad en el contenido de 
esteroles del aceite de 43 variedades de olivo cultivadas en las mismas 
condiciones agronómicas y cuyo aceite fue extraído en las mismas 
condiciones. Se observó una gran variabilidad genética entre las variedades 
estudiadas, al igual que se ha descrito en la bibliografía existente. El 
contenido total de los esteroles en los aceites analizados se encuentran 
dentro de los límites establecidos (CEE, 2003) con alguna excepción para 
los aceites de la variedad ‘Khashabi’ que presento contenidos por debajo de 
estos límites (848 mg/kg); no obstante la variedad ‘Sevillenca’ dio lugar a 





Además del contenido total, se analizó la composición de la fracción 
esterólica especialmente en aquellos compuestos con los límites 
establecidos por la Reglamentación de la Comunidad Europea como son el 
Colesterol, Brasicasterol, Campesterol, Estigmasterol, β–Sitosterol 
Estimado y ∆7–Estigmastanol. En general, los aceites de las variedades 
estudiadas presentan un perfil de esteroles que se encuentra dentro de los 
límites establecido por CEE (2003), con alguna excepción para los aceites 
de las variedades ‘Kalinjot’ y ‘Mixani’ que presentan niveles de colesterol 
por encima del límite (≤ 0.5 %). Además, se observó que el 23 % de los 
aceites de oliva analizados mostraron un contenido en β – Sitosterol 
Estimado en unos niveles que no supera el límite (CEE, 2003). 
 
Brasicasterol es un esterol cuya presencia en el aceite de oliva virgen está 
en niveles muy bajos o trazas por lo que es difícil de cuantificar (Moreda et 
al., 1995). Además Gutiérrez et al. (1999) y Koutsaftakis et al. (2000) en sus 
trabajos mencionan que este esterol está ausente en el aceite de oliva. Sin 
embargo, en los aceites estudiados el 68 % de las variedades mostraron la 
presencia de este esterol que varía entre 0.08 y 0.01 %. Estos resultados 
demostraron no solo la presencia del Brasicasterol en loa aceites 
monovarietales, sino que los diferentes contenidos obtenidos permiten 
discriminar de esta manera las variedades analizadas según el componente 
genético. 
 
En cuanto la presencia del 24–Metilencolesterol en el aceite de oliva virgen, 
este compuesto indica el estado de la maduración del fruto (Sánchez et al., 
2004; Koutsaftakis et al., 2000), es un metabolito de la síntesis del 
Campesterol (Sánchez et al., 2004), y su mayor contenido se encuentra en 
la pulpa de la aceituna (Chritopoulou et al., 1996). No obstante, se ha 
observado que en los aceites de las variedades ‘Amigdalolia Nana’, 
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‘Frantoio’, ‘Lastovka’ y ‘Ulliri i Kuq’ no se detectó este esterol; la ausencia 
podría ser característica de la variedad teniendo en cuenta que el índice de 
madurez del fruto para todas variedades fue 3. 
 
Algunas variedades tales como ‘Morrut’, ‘Razzola’, ‘Kalinjot’, ‘Dolce Agogia’ 
y ‘Cepresino’ han mostrado un elevado contenido en Campesterol 
superando el límite establecido por la Reglamentación de la Comunidad 
Europea (CEE, 2003). En general, los contenidos en Campesterol y 
Estigmasterol están relacionados con la calidad de los aceites (García, 
2001) y la autenticidad de los mismos (Al Ismail et al., 2010), además se 
han descrito contenidos más elevados cuando la acidez del aceite es muy 
alta (Campera et al., 1978; Gutiérrez et al., 2000). Dado que los aceites de 
estas variedades han presentado unos niveles de acidez bajos (datos no 
publicados), el alto contenido en Campesterol podría ser un carácter 
genético propios de estas variedades. 
 
Los demás esteroles presentes en los aceites analizados se encontraron 
dentro de los límites establecidos y presentan una gran variabilidad 
discriminado en esta manera las variedades estudiadas. 
 
Los resultados obtenidos son similares a los trabajos descritos por Sánchez 
et al. (2004) y Lerma – García et al. (2011) por lo que se podría utilizar 
como una herramienta para discriminar y clasificar los aceites de oliva 
virgen monovarietales según el perfil de esteroles presentes en el mismo. 
De hecho el análisis de Componentes Principales clasificó los aceites 




La mayoría de las variedades estudiadas se encuentran en la categoría 
media, alta y muy altas. 
 
Categoría I: Muy Alto………………………….> 2200 mg/kg 
Categoría II: Alto…….….……………… 1999 – 2200 mg/kg 
Categoría III: Medio……………………. 1650 – 1999 mg/kg 
Categoría IV: Bajo…….……………….. .1300 – 1650 mg/kg 
Categoría V: Muy Bajo………………............. < 1300 mg/kg 
 
Sin embargo, el análisis Multivariante clasifica la composición de esteroles 
de los aceites, en cinco grupos, en los cuales la mayoría de las variedades 
se encuentran en el grupo IV, con bajo contenido en β–Sitosterol y alto 
contenido en Δ5–Avenasterol. Los grupos son los siguientes: 
 
Grupo I: Muy Alto contenido en β–Sitosterol, muy bajo en ∆5–Avenasterol. 
Grupo II: Alto contenido en β–Sitosterol, bajo contenido en ∆5–Avenasterol. 
Grupo III: Valor medio en β–Sitosterol y ∆5–Avenasterol y alto contenido en 
Campesterol y Estigmasterol. 
Grupo IV: Bajo contenido en β–Sitosterol, alto contenido en ∆5–Avenasterol. 
Grupo V: Muy bajo contenido en β–Sitosterol, muy alto contenido en ∆5–
Avenasterol. 
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Una vez estudiado el perfil de los esteroles de las variedades elegidas, otro 
ensayo de este trabajo estudió la influencia de la etapa de preparación de la 
pasta de la aceituna. Diferentes autores han descrito que el proceso de 
extracción del aceite de oliva es un factor determinante en el perfil de los 
esteroles. La preparación de la pasta ha mostrado una gran influencia en 
otros componentes minoritarios tales como: tocoferoles, pigmentos (Beltrán 
et al., 2011), polifenoles (Catalano y Caponio, 1996; Servili et al., 1994), 
ácidos triterpenicos (Cert et al., 1999; Allouche et al., 2010), compuestos 
volátiles (Angerosa et al., 2002), y etc. Sin embargo, existen pocos estudios 
que relacionen esta etapa del proceso con el contenido de esteroles en el 
aceite de oliva virgen. 
 
En este trabajo se han estudiado el efecto de las condiciones de molienda a 
nivel industrial evaluado por los dos molinos ensayados; Listello y Criba 
perforada, el efecto del grado de molienda y la velocidad de giro de los 
martillos; por otro lado, se ha estudiado de forma combinada el efecto del 
grado de molienda (con molino de criba fija) y las condiciones de batido de 
la pasta a nivel de laboratorio.  
 
En general, se observa que hay un incremento de los niveles de esteroles 
en el aceite de oliva cuando se muele con un grado de molienda más fino, 
que permite una mayor liberación de los compuestos esterólicos. 
 
A la vista de los resultados se observó que el contenido de los esteroles 
totales aumentó cuando se utilizó el molino de Listello con elevadas 
velocidades de giro. Además, el porcentaje de la variabilidad explicada 
mostró que la velocidad de giro de los martillos influyo de forma más 
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importante que el grado de la molienda. Para algunos esteroles como 
Campesterol, ∆5–Avenasterol y Esteroles Totales la velocidad de giro de los 
martillos alcanzó un nivel de significación de P ≤ 0.0001. 
 
Cuando las aceitunas se trituraron con el molino de Criba Perforada, se 
observó un mayor contenido en esteroles, cuando se utilizan velocidades 
de giro muy bajas, y grados de molienda mayores (P ≤ 0.05).  
 
En cuanto el efecto de tipo de molino en la fracción esterólica se observó 
que los frutos triturados con el molino de Listello en velocidades de giro 
menores obtuvieron aceite de oliva virgen con elevado contenido de 
esteroles (P ≤ 0.05) en comparación a los triturados con Criba Perforada. 
 
El molino de Criba fija (utilizado en los ensayos a nivel de laboratorio) 
produjo elevados contenidos de esteroles cuando los frutos de trituraron 
utilizando grados de molienda pequeños ya que las velocidades utilizadas 
en este ensayo fueron más elevadas que las ensayados en los otros 
molinos. En general, los contenidos de esteroles en todos los casos se 
encontraron dentro de los límites establecidos (CEE, 2003), con alguna 
excepción para el molino de Listello molturado con un grado de molienda y 
velocidad de giro de los martillos muy bajos. 
 
Cert et al. (1997) han descrito que la molienda no influye en el contenido de 
esteroles en el aceite de oliva, no obstante, en este trabajo se ha 
demostrado que la molienda es un factor muy importante en el contenido de 
esteroles. 
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Los resultados obtenidos en este estudio mostraron una estrecha relación 
entre la velocidad de los martillos y el grado de la molienda para obtener 
una molienda adecuada para mayores contenidos de esteroles en el aceite 
de oliva virgen. Asimismo, la elección tipo determinado de molino permite 
además la modulación de estos compuestos. 
 
El batido es otra etapa de gran interés en la extracción del aceite de oliva; 
durante este proceso se reúnen todas las gotas del aceite que se liberan 
por el proceso de la molienda. En los resultados obtenidos en este trabajo, 
se observó cómo los contenidos en esteroles presentaron niveles 
significativamente diferentes en función del tiempo y la temperatura 
utilizada. Koutsaftakis et al. (1999) describe que el contenido en esteroles 
disminuye cuando se utilizan temperaturas alrededor de 45 ºC durante el 
batido, aumentando el ratio entre Campesterol y Estigmasterol. No 
obstante, Guillaume et al. (2011) describió que el contenido de esteroles en 
aceite de oliva aumenta al incrementar la temperatura del batido.  
 
Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo están de acuerdo con 
los descritos por Koutsaftakis et al. (1999), que obtuvieron contenidos en 
esteroles más elevados durante el batido con temperaturas que no superen 
los 30 ºC. Además los contenidos en Campesterol y Estigmasterol se 
encuentran dentro de los límites establecidos por la Reglamentación de la 
CEE, (2003). 
 
En cuanto al tiempo del batido, se obtuvieron mayores contenidos de 
esteroles en el aceite de oliva cuando la pasta de aceituna se batió durante 
20 minutos. Sin embargo, Di Giovachino et al. (2002) describieron que las 
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condiciones del batido (tiempo y temperatura) no dan lugar a diferencias 
significativas en la composición de los esteroles del aceite de oliva virgen. 
 
En general, las condiciones de la preparación de la pasta influyen de forma 
significativa en la fracción esterólica del aceite de oliva. La interacción de 
todas las condiciones de preparación de la pasta (molienda y batido) han 
mostrado un efecto significativo sobre el contenido de 24–Metilencolesterol, 
Δ5–Avenasterol y Esteroles totales alcanzando una significación de P ≤ 
0.01. 
 
A pesar de la bibliografía existente, los resultados de este trabajo han 
demostrado estadísticamente que las etapas de preparación de la pasta 
son un factor determinante en el contenido de los esteroles del aceite de 
oliva, lo que podría permitir la modulación de la fracción esterólica del 
aceite tanto para mejorar su potencial bioactivo como para adaptar la 
composición y contenido a los límites establecidos por la Reglamentación 
vigente.  
 
Otro aspecto de gran interés de los esteroles en estos últimos años son las 
propiedades bioactivas que han mostrado. Diferentes autores (Ferretti et al., 
2010; Hidalgo et al., 2009; Paniagua et al., 2008; Winker y Warner, 2008; 
Wang et al., 2002; White y Amstrong, 1986; Gordon y Magos, 1983) han 
sostenido la teoría de que los esteroles presentan actividad antioxidante y 
que esta actividad podría mostrar beneficios frente a diferentes 
enfermedades como la aterosclerosis (Loscalzo, 2003) y cáncer (Quong et 
al., 2002). Además Wang et al. (2002) y Peterson, (2001) sugieren que la
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 actividad antioxidante del aceite de soja, arroz y avena puede estar en 
parte relacionada con su contenido de esteroles. 
 
En este trabajo se eligieron los cuatro esteroles más abundantes (β–
Sitosterol, Campesterol, Estigmasterol y Δ5–Avenasterol) del aceite de oliva 
virgen y un extracto de esteroles extraído por el aceite de oliva virgen para 
la evaluación de su actividad antioxidante mediante diferentes métodos. En 
general, solo ∆5–Avenasterol y Estigmasterol presentaron una capacidad 
antioxidante moderada valorada con los métodos ABTS, DPPH y 
Blanqueamiento del β-Caroteno. Sin embargo, los cuatro esteroles 
ensayados mostraron una elevada actividad quelante, esta actividad se 
reflejó también en los trabajos realizados por Ferretti et al. (2010).  
 
∆5–Avenasterol es un esterol que se encuentra en el aceite de oliva en un 
rango de < 0.02 % (Itoh et al., 1973), según Gordon y Magos (1983) este 
esterol muestra una ligera actividad antioxidante en esta concentración 
cuando el aceite se calienta a 180 ºC, sin embargo, este actividad podría 
ser un efecto sinérgico con otros compuestos insaponificable presente en 
aceite de oliva virgen (Gordon y Magos, 1983). 
 
Según Gordon y Magos (1983) existe una hipótesis que explica la eficacia 
de los esteroles como antioxidantes. Este efecto está relacionado con la 
estructura del esterol que le permite reaccionar rápidamente con los 
radicales libres, para formar radicales libres relativamente estables. Los 
radicales libres relativamente estables interrumpen la reacción en cadena 
de la auto-oxidación de triglicéridos. El efecto antioxidante es mayor cuando 
la formación de radicales libres del esterol es relativamente rápido debido a 
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la presencia de átomos de hidrógeno, sobre un átomo de carbono alílico 
(Nonhebel y Walton, 1974). Por tanto, los esteroles con un grupo etileno en 
la cadena lateral son más eficaces como antioxidantes, pero el efecto 
antioxidante pueden derivarse por la presencia y posición de uno o más 
dobles enlaces endocíclicos.  
 
A pesar de los trabajos realizados por Cercaci et al. (2007) que describen 
los esteroles como unos compuestos que no interfieren en la estabilidad del 
aceite de oliva, este trabajo demostró que la fortificación del aceite con un 
extracto de esteroles en concentraciones de 1000 mg/kg incrementó la 
estabilidad del aceite purificado. Teniendo en cuenta que los aceites de las 
variedades estudiadas tales como ‘Beyaz Yangl’, ‘Callosina’, ‘Frantoio’, 
‘Galega Vulgar’, ‘Kerkiras’, ‘Kotruvsi, ‘Lechin de Granada’, ‘Mision de San 
Visente’, ‘Nevado Azul’, ‘Pajarero’, ‘Picholin Marrocaine’, ‘Plementa Bjelica’, 
‘Racimal’, ‘Saloneque’, ‘St Goerge Grey’ ‘Zalmati’ y ‘Zarza’ han mostrado 






















































En la memoria de esta Tesis Doctoral se ha obtenido las siguientes 
conclusiones: 
 
1. Existe una gran variabilidad en la fracción esterólica presentes 
en los aceites monovarietales. Esta variabilidad, se debe al 
componente genético, teniendo en cuenta que las condiciones 
agronómicas, el estado de maduración del fruto y las 
condiciones de extracción del aceite fueran similares.  
2. El analizador de componente principal utilizado en este trabajo 
pudo discriminar y clasificar los aceites de oliva virgen según a 
los niveles de los esteroles presentes en el mismo. 
3. El proceso de molienda presenta una gran influencia en el 
contenido de los esteroles del aceite de oliva virgen. Sus 
niveles varían en función del tipo de molino y las condiciones 
utilizadas. 
4. La molienda con el molino de Listello permite en obtener 
niveles más elevados de esteroles con grado de molienda más 
gruesa y elevado régimen de giro de los martillos, mientras 
que en molino de Criba Perforada se mejora con velocidades 
de giro más bajas. 
5. Durante el proceso del batido de la pasta de la aceituna las 
condiciones del batido (Temperatura y Tiempo), son dos 
factores muy importantes para el contenido en esteroles en el 
aceite. 
6. Los esteroles muestran niveles significativamente más altos 
cuando las temperaturas utilizadas durante el proceso del 
batido no superan a los 30 ºC y el tiempo de batido es menor. 
7. De la evaluación de la actividad antioxidante de los esteroles 
mediante diferentes métodos, se puede establecer que estos 
compuestos muestran una baja actividad antioxidante. 
TESIS DOCTORAL                                                                            ONEJDA KYÇYK 
202 
 
8. β–Sitosterol y Campesterol no presentaron ningún efecto 
antioxidante con la mayoría de los métodos utilizado en este 
estudio. No obstante estos dos esteroles presentaron una 
cierta actividad quelante frente a los metales como el resto de 
los esteroles analizadas en este estudio. 
9.  ∆5–Avenasterol y Estigmasterol presentaron en obtener una 
actividad antioxidante moderada.  
10.  Los resultados obtenidos en este estudio presentaron que los 
esteroles influyen en la estabilidad del aceite de oliva virgen en 
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